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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr Bartosza Labiszaka pt.

Genetic variation and population history of peat-bog pine (Pinus uliginosa N.) as
compared to closely related species from the genus Pinus
(Zmiennos¢ genetyczna i historia populacji sosny blotnej (Pinus uliginosa N.) wzgledem
spokrewnionych gatunkow rodzaju Pinus)

Ocena formalna
Praca doktorska Pana mgr Bartosza Labiszaka zostala przedstawiona w postaci trzech
wspoltautorskich artykulow w jezyku angielskim, opublikowanych w trzech kolejnych latach
(2019-2021):

Labiszak B., Zaborowska J., Wachowiak W. (2019) Patterns of mtDNA variation reveal complex
evolutionary history of relict and endangered peat bog pine (Pinus uliginosa). AoB Plants, 11(2):
plz015, doi:10.1093/aobpla/plz015

2. Labiszak B., Zaborowska J., Wojkiewicz B., Wachowiak W. (2020) Molecular and
paleo-climatic data uncover impact of ancient bottleneck on demographic history and

contemporary genetic structure of endangered Pinus uliginosa. Journal of Systematics and
Evolution, doi: 10.1111/jse.12573

3. Labiszak B., Wachowiak W. (2021) Molecular signatures of reticulate evolution within the
complex of European pine taxa. Forests, 12, 489, doi:10.3390/f12040489

Oswiadczenia mgr Labiszaka i wspotautorow publikaciji nie pozostawiajg watpliwosci
co do wiodacej roli Doktoranta w ich powstanie (70-80%). W kazdym przypadku jest On

pierwszym i korespondencyjnym autorem. Mgr B. Labiszak uczestniczyl we wszystkich



etapach powstawania artykulow, poczgwszy od opracowania koncepcji badan, poprzez
zaplanowanie ich metodyki, przeprowadzenie prac laboratoryjnych, analizy statystyczne, a w
koncu interpretacje uzyskanych wynikow i napisanie publikacji oraz wykonanie ich korekty
po recenzjach. Stwierdzam, Zze rozprawa doktorska mgr Bartosza Labiszaka spetnia wymogi

formalne.

~ Ocena merytoryczna

Problematyka badawcza podj¢ta przez Autora recenzowanej rozprawy doktorskiej
wpisuje si¢ w najbardziej aktualne zagadnienia wspoélczesnej biologii, rozstrzygane przy
uzyciu réznych narzedzi badawczych, w tym powszechnie juz stosowanych roéznej klasy
markeréw molekularnych. Dotyczy ona historii ewolucyjnej roslin, w szczegdlnosci
gatunkow drzewiastych, oraz ksztattujacych ja proceséw i mechanizméw. Do rozstrzygnigcia
probleméw badawczych Doktorant wybrat interesujacy obiekt badan - sosne blotng (Pinus
uliginosa N.) - gatunek o nierozstrzygnietej dotychczas pozycji taksonomicznej,
reprezentowany przez nieliczne, izolowane stanowiska. Mgr Labiszak objat badaniami 6
najlepiej opisanych populacji sosny blotnej oraz liczne populacje referencyjne blisko
spokrewnionych gatunkow (sosna zwyczajna, sosna hakowata, kosodrzewina 1 sosna
nadmorska), zlokalizowanych w kilku europejskich krajach. Glownym celem pracy
doktorskiej mgr B. Labiszaka bylo okreslenie zmiennosci genetycznej sosny blotnej oraz
identyfikacja czynnik6w historycznych, ktore uksztattowaly strukture populacji tego gatunku,
a cele szczegdlowe obejmowaly: 1) okre$lenie struktury genetycznej i poziomu
zmiennosci izolowanych populacji tego gatunku; 2) ustalenie relacji filogenetycznych w
obre¢bie taksonow kompleksu P. mugo; 3) przetestowanie alternatywnych modeli
specjacji sosny blotnej w odniesieniu do kompleksu P. mugo i blisko spokrewnionej
sosny zwyczajnej (Pinus sylvestris). Cele te Doktorant zrealizowal poprzez weryfikacje
czterech hipotez badawczych. Zostaly one precyzyjnie sformutowane i dobrze nawiazuja do
postawionych celow. Wyniki badan testujace pierwsza z hipotez, dotyczaca roli izolacji
geograficznej w ksztaltowaniu si¢ poziomu zmiennosci genetycznej sosny blotnej,
opublikowane zostaty w 2019 roku w AoB Plants. Potwierdzity one, zgodnie z zalozeniem,
wplyw diugotrwalej izolacji geograficznej na strukture genetyczng populacji badanego
gatunku. Wskazujg na to wskazniki zréznicowania genetycznego migdzy populacjami, nawet
niezbyt odleglymi geograficznie. Mgr Labiszak wraz ze wspétautorami nie wyklucza takze
udziahu hybrydyzacji z innymi gatunkami sosen w ksztaltowaniu si¢ zmiennosci genetyczne;j

sosny blotnej. O zajéciu hybrydyzacji $wiaczy¢ moze wystgpowanie tych samych haplotypow
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mtDNA zaréwno w populacjach sosny blotnej. jak i kosodrzewiny oraz obecnos¢ mieszancow
we wspoltczesnych strefach kontaktu obu gatunkéw. Ciekawym wynikiem jest
udokumentowanie najwyzszego poziomu zmiennosci mtDNA, w szczegodlnosci liczby
haplotypéw u Pinus uliginosa (40) w poréwnaniu do innych gatunkow z rodzaju Pinus (16 u
P. mugo i tylko 5 u P. uncinata). U sosny blotnej odnotowano tez znacznie wigcej
haplotypow rzadkich. Cheiatlabym réwniez zwréci¢ uwage na fakt, ze wyniki badan mgr
Labiszaka pozwolity na weryfikacje niektérych z dotychczasowych informacji i sugestii,
dotyczacych chociazby pochodzenia sosny blotnej. Np, nie potwierdzity hipotezy wysunigtej
przez Krzakowa i in. (1994), ze P. uliginosa jest marginalna populacja P. uncinata, jak tez sg
w sprzecznosci z sugestig Dzialuka i in. (2017), ze gatunek ten powstal w wyniku
hybrydyzacji miedzy P. mugo i P. uncinata. Badania mgr Labiszaka dowiodly, ze P. uncinata
wyraznie wyodrebnia si¢ z kompleksu P. mugo.

Publikacja, stanowigca druga czes¢ rozprawy doktorskiej (Labiszak i in. 2020, Journal
of Systematics and Evolution) zawiera wyniki badan na temat wptywu czynnikéw
demograficznych na poziom zmiennosci genetycznej sosny blotnej, testujace nastgpujgca
hipotezg: "Niski poziom zmiennosci genetycznej u sosny blotnej wywotany jest izolacja
geograficzng i niewielkg liczebnoscia populacji w odréznieniu od taksonéw referencyjnych
charakteryzujacych sie wigkszym zasiegiem geograficznym." Analizy przy uzyciu dwoch
roznych typéw markeréw mikrosatelitarnych (markery pochodzenia jadrowego, nSSR i
chloroplastowego ¢pSSR) daly sprzeczne rezultaty. Wyniki analizy przy zastosowaniu #SSR
nie potwierdzily zalozen zawartych w hipotezie, a ponadto wykazaty brak chowu wsobnego.
Z kolei, wyniki uzyskane z analiz z zastosowaniem cpSSR dowodza, ze nastapiia istotna
redukcja zmiennosci genetycznej P. uliginosa. Wskazujg na to zaréwno najnizsza liczba
haplotypéw ¢cpDNA (w tym haplotypéw specyficznych gatunkowo), jak i najnizszy poziom
ich zréznicowania w poréwnaniu do gatunkéw referencyjnych, a takze danych uzyskanych
dla innych gatunkéw sosen. Wprawdzie w drugiej publikacji w podrozdziale Conservation
implication w Dyskusji Doktorant krotko komentuje mozliwe konsekwencje zastosowania
pojedynczych markeréw, ale chciatabym, aby w czasie obrony rozprawy doktorskiej, mgr
Labiszak odniést si¢ szerzej do roznic w wynikach otrzymanych przy uzyciu odmiennych
markeréw i konsekwencji ich wyboru w interpretacji wynikow, a wigc poznawaniu procesow
filogenetycznych i wzorcow filogeograficznych. Analizy cpSSR udokumentowaly tez
krzyzowanie miedzy blisko spokrewnionymi osobnikami, zjawisko typowe dla matych
populacji. Rozwazajac mozliwe scenariusze historyczne przy uzyciu metod modelowania

procesow demograficznych a takze danych paleoklimatycznych i modelowania zmiany nisz



srodowiskowych, mgr Labiszak wnioskuje, ze wspolczesne wyspowe rozmieszczenie P.
uliginosa i jej zmienno$¢ genetyczng najlepiej wyjasnia model zaktadajacy drastyczny efekt
genetycznego waskiego gardta w czasie ostatniego zlodowacenia (26,400 — 33,000 lat temu).
Niektore z uzyskanych przez mgr Labiszak danych sugeruja, ze sosna blotna moze by¢
gatunkiem reliktowym. Potwierdzenie tego przypuszczenia wymaga jednak dalszych badan.

W ostatniej publikacji, wigczonej do rozprawy doktorskiej (Labiszak i Wachowiak
2021, Forests), Doktorant wraz z promotorem zajal si¢ analizg filogenetyczng taksonow
kompleksu P. mugo oraz przetestowal alternatywne modele specjacji P. uliginosa.
Aspekty filogenetyczne stanowia, w mojej ocenie, jedne z bardziej interesujacych i
nowatorskich wynikéw badan przeprowadzonych przez mgr Labiszaka. Cho¢ historia
ewolucyjna w obrebie kompleksu P. mugo byla przedmiotem badan, to nie wyjasniono
dotychczas roli hybrydyzacji w ksztaltowaniu relacji filogenetycznych sosny blotnej
wzgledem jej blisko spokrewnionych taksonow. Testowam'e przez mgr Labiszaka licznych
modeli pozwolilo wykluczy¢ czysto hybrydowe pochodzenie P. uliginosa i stwierdzi¢, ze nie
powstala ona w efekcie krzyzowania si¢ taksonéw kompleksu P. mugo, jak tez
przedstawicieli tego kompleksu i P. sylvestris. Ponadto, uzyskane wyniki sugeruja, ze historia
ewolucyjna sosen z tej grupy ma charakter retikularny, a przepltyw genéw pomiedzy
taksonami mial miejsce juz po ich dywergencji i mial charakter asymetryczny.
Intensywniejszy przeptyw gendéw odbywatl si¢ od przedstawicieli kompleksu P. mugo w
kierunku P. sylvestris. Przeptyw genow po dywergencji przyczynit si¢ do obnizenia poziomu
zroznicowania genetycznego. Przeprowadzone analizy pozwolily oszacowac czas
wyodrebnienia si¢ poszczegdlnych taksonéw z badanej grupy, w tym sosny blotnej, ktérej
wydzielenie sie datuje si¢ na ok. 4 miliony lat wstecz.

Uzyskanie interesujgcych, a przede wszystkim waznych z punktu widzenia rozwoju
nauki, wynikéw mozliwe bylo dzigki opanowaniu przez Doktoranta szeregu nowoczesnych,
zaawansowanych narzedzi badawczych. Mgr Labiszak wykorzystal w swoich badaniach
roznego typu markery genetyczne, np. mitochondrialnego DNA czy markery mikrosatelitarne,
zarowno pochodzenia jadrowego jaki i chloroplastowego. Ich dobdr zostat dobrze
dostosowany do celéw badawczych. Na uwage zastuguje opracowanie nowego zestawu
marker6w mitochondrialnego DNA, co wymagato od Doktoranta dodatkowego nakladu
pracy, a jednoczesnie $wiadczy o pelnym opanowaniu warsztatu badawczego. Wskazuje
réwniez na to zastosowanie licznych testow statystycznych i metod modelowania.
Umozliwito to wyczerpujaca analiz¢ danych i ich wszechstronng interpretacje. Procedury

badawcze sg opisane bardzo obszernie i na tyle precyzyjnie, ze mogg stanowic¢ swoisty



przewodnik metodyczny dla mniej do$wiadczonych badaczy. Zakres uzytych metod
molekularnych i statystycznych nie pozostawia watpliwosci, ze Doktorant opanowat warsztat
badawczy, stanowigcy podstawe prowadzenie badan w zakresie interesujacej Go
problematyki. Réznorodnos¢ wykorzystanych nowoczesnych metod badawczych i rzetelnych
analiz statystycznych przeklada si¢ na wysoka jako$¢ wynikéw uzyskanych przez mgr B.
Labiszaka. Wyniki przeprowadzonych badan i analiz zostaly dobrze udokumentowane i
zilustrowane poprzez zamieszczenie w publikacjach licznych tabel i rycin. Wszystkie sa
czytelne, doktadnie przemyslane i w sposdb wyczerpujacy prezentujg wyniki badan.

Warto podkresli¢, ze we wszystkich publikacjach, skiadajacych si¢ na rozprawe
doktorskg mgr Labiszak podnosi znaczenie uzyskanych wynikéw badan w ochronie sosny
blotnej. Dane Doktoranta znakomicie spelniaja wymogi naukowych podstaw ochrony,
niezb¢dnych we wspoélczesnych dzialaniach konserwatorskich. Ograniczony zasieg
geograficzny, mata liczba niewielkich populacji, w ktorych dochodzi do inbreedu, izolacja
uniemozliwiajgca przeptyw genéw miedzy populacjami oraz zanikanie siedlisk dogodnych
dla P. uliginosa powoduje, ze gatunek ten jest zagrozony ekstynkcja. Aby zminimalizowaé to
ryzyko mgr Labiszak sugeruje konieczno$¢ zastosowania zaréwno metod ochrony in sifu, jak
i ex situ. Postuluje np. $cista ochrong siedlisk, ochrong zasobow genowych w postaci kolekcji
nasion i propagacji siewek.

Ogromnym walorem recenzowanej rozprawy doktorskiej jest dyskusja wynikow
badan. Czasami mlodzi badacze nie potrafig upora¢ si¢ wlasciwie z ogromem, nawet
najbardziej interesujacyh wynikow, ale nie jest to przypadek mgr Labiszaka. We wszystkich
publikacjach konstrukcja Dyskusji nawigzuje do analogicznych podrozdzialéw wynikowych,
co ulatwia analize tekstu. Najwazniejsza jest jednak wieloaspektowos¢ tych rozdziatow. Sa
one wnikliwe, swiadczg o szerokiej wiedzy Autora, a takze umieje¢tnosci panowania nad
licznymi wynikami, obszerna literatura przedmiotu i krytycznego spojrzenia na panujace w
nauce poglady w interesujacym Doktoranta zakresie. Mgr Labiszak dostrzega luki, ktérych
nie udato si¢ badaczom, w tym Autorowi rozprawy, wypelni¢. Stwarza to perspektywe
kontynuowania badan, generuje nowe problemy badawcze, co jest niezwykle istotne z punktu
widzenia rozwoju dziedziny. Doktorant zamiescit sugestie dotyczace kierunkow dalszych
badan, majgcych na celu kontynuacje problematyki badawczej, jej poszerzenie i wyjasnienie

mechanizmoéw ewolucyjnych, ktérych nie dato si¢ dotychczas rozstrzygnaé.



Skrupulatno$¢ recenzenta nakazuje wskaza¢ niedoskonatosci rozprawy. W przypadku
doktoratu mgr Labiszaka jest to zadanie trudne, m. in. dlatego, Ze na rozprawe skladajg si¢
publikacje, ktore w pewnej mierze sg efektem pracy kilku recenzentéw. Moge tylko napisac,
ze czuje pewien niedosyt, jesli chodzi o interpretacje wynikow badan w kontekscie
wiasciwosci biologicznych P. uliginosa i charakterystyki popualcji. Autor wspomina o
pewnych cechach gatunku i whasciwosciach poszczegdlnych populacji zbyt pobieznie, w
mojej opinii. Mimo tego, ze publikacje przeszly caly cykl redakcyjny, to nie dostrzezono
kilku bledow literowych. Na przyklad w Tab. 1., w pierwszej publikacji, podajacej lokalizaje
populacji powinno by¢ raczej Bulgaria, a nie Bulgria , a w 3. publikacji na str 10. zamiast

sylvestris jest sylvetsris. Kilka literowek odnotowatam tez w spisie literatury.

Podsumowanie i wniosek koncowy

Bardzo wysoko oceniam wszystkie aspekty rozprawy doktorskiej mgr Bartosza Labiszaka.
Podjeta przez Doktoranta problematyka badawcza wpisuje si¢ w aktualne zagadnienia z
zakresu szeroko rozumianej ewolucji roélin z wykorzystaniem nowoczesnych narzedzi
badawczych. Zaprezentowane wyniki badan istotnie poszerzaja wiedze z zakresu filogenetyki
i filogeografii. Dostarczaja rowniez nowych informacji na temat ksztaltowania si¢
réznorodnosci genetycznej roslin oraz czynnikow na nig wptywajacych. Czgsé¢ rezultatow
weryfikuje dotychczasowa wiedze z zakresu historii ewolucyjnej gatunkéw z rodzaju Pinus.

Waga uzyskanych wynikow, dojrzata ich interpretacja, perfekcyjne opanowanie
warsztatu badawczego wskazuje na dojrzalo$¢ naukowa i gotowos¢ do podejmowania
nowych wyzwan. Dlatego tez, z pelnym przekonaniem i przyjemnoscig zwracam si¢ do Rady
Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w Poznaniu z wnioskiem o przyjecie
rozprawy doktorskiej mgr Bartosza Labiszaka i dopuszczenie jej Autora do publicznej
obrony. Rozprawa spelnia wszystkie wymogi stawiane pracom doktorskim. Ze wzgledu na

wysokie walory naukowe pracy sktadam wniosek o wyréznienie jej stosowng nagroda.
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