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1. Informacje o wyksztatceniu i przebiegu zatrudnienia

Wyksztatcenie

10.2002 - 03.2007 Studium Doktoranckie Instytutu Botaniki i Instytutu Ochrony Przyrody
PAN.

Tytul pracy doktorskiej: ,,Wplyw zaniku i fragmentacji siedliska na r6znorodnos¢
genetyczng susta peretkowanego Spermophilus suslicus”, ,,Genetic variability and the effect
of habitat fragmentation in spotted suslik Spermophilus suslicus populations”. Rozprawa
obroniona 15.03.2007

Promotor: prof. dr hab. Zbigniew Glowacinski

Miejsce wykonania pracy: Instytut Ochrony Przyrody PAN

10.1998 - 06.2002 Dwustopniowe studia magisterskie na kierunku Ochrona Srodowiska,
specjalnos¢ biologia srodowiskowa, Wydzial Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego

Tytul pracy magisterskiej: “Wplyw zarazenia pasozytami z grupy Haemosporidia na wybor
siedliska i sukces reprodukcyjny rokitniczki Acrocephalus schoenobaenus”, “Habitat

choice and breeding success in sedge warbler Acrocephalus schoenobaenus affected

by Haemosporidia parasites” . Praca obroniona 11.06.2002
Promotor: Dr hab. Tadeusz Zajac
Miejsce wykonania pracy: Instytut Ochrony Przyrody PAN

Tytul pracy licencjackiej: "Demograficzne konsekwencje dynamiki populacji sikory bogatki
Parus major w Puszczy Niepotomickiej", Praca obroniona 23.06.2000

Promotor: prof. dr hab Mariusz Cichon.

Miejsce wykonania pracy: Instytut Nauk o Srodowisku Uniwersytetu Jagiellonskiego

Zatrudnienie

07.2007 adiunkt w Zaktadzie Ochrony Fauny Instytutu Ochrony Przyrody PAN



12.2008 — 11.2009 oraz 04.2015 — 03.2016 urlop macierzynski i rodzicielski
09.2002 - 07.2007 asystent w Zaktadzie Ochrony Fauny Instytutu Ochrony Przyrody PAN

Bezptatny urlop naukowy w okresie 10.2004 — 04.2005 oraz 01.2006 — 06.2006

10.2004 - 04.2005 Marie Curie Fellowship, Newcastle University, School of Biology, dr
Kirsten Wolff group, Newcastle upon Tyne, GB; Developing specific microsatelite

primers for spotted suslik Spermophilus suslicus

01-06.2003 Marie Curie Fellowship, Barcelona University, Evolutionary Genetics
Department, prof. Montserrat Aguade group, “Detecting the effects of hitchhiking and

b

positive selection in Drosophila melanogaster from SNP’s data in noncoding regions.’

2. Dorobek naukowy

a) Dorobek naukowy zdobyty przed uzyskaniem doktoratu

Swoje pierwsze badania naukowe przeprowadzitam w ramach pracy licencjackiej bedace;j
zakonczeniem studiow pierwszego stopnia na Wydziale Chemii UJ, na kierunku Ochrona
Srodowiska, specjalno$é biologia srodowiska. Prace wykonatam w Instytucie Nauk o
Srodowisku, w éwczesnym Zaktadzie Ekologii Populacyjnej pod kierunkiem prof. dr hab.
Mariusza Cichonia. Badania dotyczyly demografii populacji sikory bogatki w Puszczy
Niepotomickie;.

W czasie studiow magisterskich miatam mozliwo$¢ wyjazdu na stypendium
Sokrates/Erasmus, w ramach ktorego odbylam czteromiesi¢czny staz na Uniwersytecie w
Barcelonie, w Zaktadzie Genetyki Ewolucyjnej pod opieka prof. Montserrat Aguade.
Wykonatam tam projekt pt.: "Analysis of sequence variation in Or 7a region in Drosophila
melanogaster and Drosophila simulans" w ramach ktérego badatam wplyw doboru
naturalnego na polimorfizm sekwencji genu Or7a, nalezacego do rodziny genéw kodujacych
receptory wechowe u muszki owocowe;j. Projekt ten pozwolit mi na zdobycie doswiadczenia
w zastosowaniu technik molekularnych, takich jak izolacja DNA, namnazanie go metoda

PCR i projektowanie specyficznych starterow reakcji PCR oraz sekwencjonowanie DNA.



W czasie stazu na Uniwersytecie w Barcelonie zdobylam umiejetnos$¢ postugiwania si¢
testami statystycznymi i programami komputerowymi stuzacymi do oceny polimorfizmu
DNA pod katem dzialania selekcji naturalnej i czynnikéw demograficznych. Wyniki projektu
zaprezentowatam w formie plakatu na X Kongresie Europejskiego Stowarzyszenia Biologii
Ewolucyjnej ESEB w Krakowie.

W ramach pracy magisterskiej, wykonanej w Instytucie Ochrony Przyrody Polskiej
Akademii Nauk, pod kierunkiem dr hab. Tadeusza Zajaca, zajmowatam si¢ wptywem
zapasozycenia samcOw rokitniczki na kondycje i sukces reprodukcyjny. Wykazatam
woweczas, ze stopien zapasozycenia krwi wptywa na czas przylotu na terytoria legowe. Dzigki
temu mniej zapasozycone osobniki zajmowaty jako$ciowo lepsze terytoria, co z kolei
determinowato ich pozniejszy sukces legowy.

Dzieki zdobytemu wcze$niej do§wiadczeniu w zastosowaniu metod molekularnych w
badaniu procesow ewolucyjnych i demograficznych w ramach swojej pracy doktorskiej
zajetam sig¢ zastosowaniem tych metod w ocenie zmiennosci zagrozonych gatunkdéw. Prace
doktorskg wykonatam pod opieka prof. dr hab. Zbigniewa Glowacinskiego. Samodzielnie
przygotowatam wniosek i uzyskatam finansowanie ze srodkow KBN projektu pt.: ,,Poziom
heterozygotycznos$ci i wystepowanie patogendw w zanikajacej populacji susta peretkowanego
w Polsce”, ktorego bylam kierownikiem. Otrzymatam takze grant promotorski, finansowany
przez KBN pt.: "Zmienno$¢ genetyczna susta peretkowanego Spermophilus suslicus w
réznych czesciach jego zasiegu”. W wyniku przeprowadzonych badan powstala moja praca
doktorska pt.: ,,Wptyw zaniku i fragmentacji siedliska na réznorodno$¢ genetyczng susta
peretkowanego”. W swoich badaniach udowodnitam, ze polskie, zagrozone populacje susta
charakteryzujg si¢ istotnie mniejsza zmienno$cig genetyczng i wyjatkowo silnym
zrdznicowaniem mi¢dzypopulacyjnym w poroéwnaniu z populacjami ze wschodniej czesci
zasiegu, gdzie suset ciggle wystgpuje w siedlisku o duzym stopniu tgcznosci (Biedrzycka i
Konopinski, 2008, praca nr 13). Praca zostata nominowana do nagrody Prezesa Rady
Ministréw w 2008 roku. Badania neutralnej zmiennos$ci genetycznej u skrajnie zagrozonego
gatunku 1 opracowanie praktycznych wskazowek, ktore zostaly wlaczone do zarzadzania

populacjami susta peretkowanego byly jednymi z pierwszych tego typu w Polsce.

W czasie trwania studiow doktoranckich uzyskatam kolejne stypendium na
Uniwersytecie w Barcelonie, w Zaktadzie Genetyki Ewolucyjnej w ramach programu Marie
Curie Training Sites. W czasie tego szeSciomiesi¢cznego wyjazdu pracowatam pod

kierunkiem prof. Montserrat Aguade i prof. Julio Rozas. W prowadzonych tam badaniach



udato mi si¢ wykaza¢ dzialanie doboru naturalnego i tzw. efektu ,,podwiezienia” (hitchhiking
effect) w populacji Drosophila melanogaster dzigki ocenie polimorfizmu sekwencji regionow
niekodujacych. Projekt ten zaowocowal wystgpieniami na IX Kongresie Europejskiego
Stowarzyszenia Biologii Ewolucyjnej ESEB w Leeds oraz na kolejnym kongresie, ktory
odbyt si¢ w Krakowie.

Rowniez w czasie studidéw doktoranckich uzyskatam stypendium Marie Curie
Training Sites w ramach programu MOTIVE w laboratorium Ekologii Molekularnej dr
Kirsten Wolff na Uniwersytecie w Newcastle upon Tyne w Wielkiej Brytanii. Miatam tam
mozliwo$¢ opracowania specyficznych markeréw mikrosatelitarnych dla susta peretkowanego
metoda wzbogaconego klonowania i sekwencjonowania klonéw (Gondek i in., 2006, praca nr
14). Rozszerzytam tam rowniez doswiadczenie w zastosowaniu metod statystycznych w

genetyce populacyjnej.

b) Dorobek naukowy zdobyty po uzyskaniu doktoratu

Problematyka badawcza opisywana w cyklu pieciu publikacii .. Wplyw interakcji pasoZyt-

gospodarz na budowe i ksztaltowanie sie zmiennosci glownego kompleksu zgodnosci

tkankowej w populacjach naturalnych oraz narzedzia umozliwiajgce ich badanie”

stanowiacych osiagniecie naukowe zgloszone do postepowania habilitacyjnego. Laczny

Limpact factor” (zgodny z rokiem publikaciji) wynidst 16.01 a taczna liczba punktow MNiSW

170. Lista prac przedstawiona jest w odwrdconej kolejnosci chronologiczne;j.

Lista publikacji sktadajacych si¢ na osiggnigcie habilitacyjne:

1. Biedrzycka A.*, O’Connor E., Sebastian A., Migalska M. Radwan J., Zajac T.,
Bielanski W., Solarz W., Cmiel A., Westerdahl H. Extreme MHC class [ diversity in
the sedge warbler (Acrocephalus schoenobaenus); selection patterns and allelic
divergence suggest that different genes have different functions. 2017. BMC
Evolutionary Biology, DOI: 10.1186/s12862-017-0997-9; IF 3,406; pkt. MNiSW 30

Swoj wktad w powstanie tej publikacji oceniam na 60%. Bylam autorem i kierownikiem
projektu w ramach ktorego wykonane zostatly badania, stworzytam catosciowq koncepcje
badan, zaplanowatam eksperyment i przeprowadzitam catos¢ badan laboratoryjnych.

Wykonatam rowniez wigkszos¢ analiz i napisatam czes¢ manuskryptu.



2. Biedrzycka A., Kloch A.* Development of novel associations between MHC alleles
and susceptibility to parasitic infections in an isolated population of an endangered
mammal. 2016. Infection, Genetics and Evolution 44: 210-217; IF 2,598; pkt. MNiSW
30

Swoj wktad w powstanie tej publikacji oceniam na 50%. Bytam autorem projektu w ramach
ktorego wykonane zostaly badania, stworzytam generalng koncepcje badan, zaplanowatam
eksperyment i wzielam udzial w zbieraniu materiatu. Przeprowadzitam catos¢ badan
laboratoryjnych. Przeprowadzitam analizy dotyczgce zmiennosci genetycznej i napisatam
znaczng czes¢ manuskryptu.

3. Biedrzycka A.*, Migalska M., Bielanski W. Quantitative PCR for detection of specific
Haemoproteus lineages and molecular characterization of blood parasites in sedge
warbler population from southern Poland. 2013. Journal of Ornithology 156: 201-208;
IF 1,72; pkt. MNiSW 40

Swoj wkiad w powstanie tej publikacji oceniam na 90%. Bylam autorem i kierownikiem
projektu w ramach ktorego wykonane zostaty badania, stworzytam generalng koncepcje
badan, zaplanowatlam eksperyment i wykonatam wigkszos¢ prac laboratoryjnych oraz
kierowatam pracq magistrantki. Wykonatam analize danych i napisatam manuskrypt.

4. Biedrzycka A.*, Kloch A., Buczek M., Radwan J. Major histocompatibility complex
DRB genes and blood parasite loads in fragmented populations of the spotted suslik
Spermophilus suslicus. 2011. Mammalian Biology 76: 672-677; IF 1,609; pkt.
MNiSW 30

Swoj wkiad w powstanie tej publikacji oceniam na 80%. Bytam autorem projektu i
kierownikiem w ramach ktorego wykonane zostaly badania, stworzylam generalng koncepcje
badan, zaplanowatam eksperyment i wzigtam udziatl w zbieraniu materiatu. Wykonatam prace
laboratoryjne i analizy dotyczgce zmiennosci genetycznej. Napisatam gtowng czesé
manuskryptu.

5. Biedrzycka A.*, Radwan J. Population fragmentation and major histocompatibility
complex variation in the spotted suslik, Spermophilus suslicus. 2008. Molecular
Ecology 17: 4801-4811; IF 5,325; pkt. MNiSW 40

Swoj wktad w powstanie tej publikacji oceniam na 80 %. Bytam autorem i kierownikiem
projektu w ramach ktorego wykonane zostaly badania, razem z prof. Radwanem stworzytam
generalng koncepcje badan, zaplanowatam eksperyment. Przygotowatam i przeprowadzitam
prace terenowe. Wykonatam analizy laboratoryjne i przeprowadzitam zdecydowang

wigkszos¢ analiz danych. Napisatam czes¢ manuskryptu.



Konsekwencja mojego zainteresowania dziataniem procesow prowadzacych do ograniczenia
neutralnej zmiennos$ci genetycznej matych, izolowanych populacji bylo podjecie tematu
zmienno$ci regiondw funkcjonalnych w podobnych systemach i ta tematyka zajetam si¢ w
badaniach prowadzonych po uzyskaniu doktoratu. W pierwszej dekadzie XXI wieku na
swiecie zaczety pojawiac si¢ publikacje dotyczace poziomu zmiennos$ci genetycznej
gléwnego kompleksu zmiennosci tkankowej] MHC w populacjach zwierzat dziko zyjacych.
Region MHC jest zespotem genow kodujacych biatka biorgce udziat w rozpoznawaniu
antygenow przez limfocyty T, ktore petnig kluczowa role w tworzeniu adaptacyjne;j
odpowiedzi immunologicznej (Murphy i in., 2007). Klasyczne geny MHC naleza do jednych
z najbardziej zmiennych funkcjonalnych regiondw genomu, ale jednoczesnie ich struktura jest
bardzo odmienna w zaleznosci od grupy, a nawet gatunku kregowcow (Kelley i in., 2005).
Doktadne poznanie struktury i funkcji tych genéw u cztowieka i gatunkéw laboratoryjnych
stalo si¢ podstawg najpierw do opisu zmiennosci MHC w naturalnych populacjach, a
nastgpnie do proby rozpoznania czynnikow ja ksztaltujacych. Jednym z gléwnych
mechanizmow utrzymujacych tak wysoki polimorfizm wydaje si¢ by¢ pozytywny dobor
naturalny dziatajacy jako wynik presji ze strony patogendw na organizmy gospodarzy
(Bernatchez 1 Landry, 2003; Spurgin i Richardson, 2010). Geny glownego kompleksu
zmienno$ci tkankowej staty si¢ modelem majacym odpowiedzie¢ na pytanie w jaki sposob
funkcjonalna zmienno$¢ genetyczna utrzymuje si¢ w dzikich populacjach. Mimo postgpu
badan, ciggle brakuje jasnej odpowiedzi na pytanie, ktory z mechanizméw ttumaczacych
dziatanie doboru poprzez wptyw patogendow ma najwicksze relatywne znaczenie i w jakich
sytuacjach mozemy oczekiwaé powstawania zalezno$ci pomigdzy poziomem zmiennosci czy
wystepowaniem specyficznych alleli a czgstodcig 1 intensywnoscia zapasozycenia. Doktadne
przyczyny tak wielkiego zr6znicowania poziomu zmiennosci MHC pomigdzy gatunkami a
nawet w obrebie poszczegolnych gatunkdéw nie sg rowniez znane. W cyklu prac sktadajacych
si¢ na moje osiggniecie naukowe przedstawiam wyniki badan, ktore przyczyniaja si¢ do
poglebienia wiedzy na temat roli i sity czynnikow ksztattujacych zmienno$¢ genetycznag tego
niezwykle waznego regionu oraz proponuje warsztat metodyczny pozwalajacy na badanie
szczegotowych aspektéw zwigzanych z presja selekcyjng wywierang przez patogeny na
organizmy gospodarzy.

Presja ze strony pasozytow jest jednym z gldownych czynnikow przyczyniajacych si¢

do ekstynkcji populacji 1 gatunkow (Smith 1 in., 2009). Spadek zmiennos$ci genetycznej,



jakiego doswiadczaja populacje izolowane, o duzym stopniu fragmentacji, lub takie, ktére
przeszty gwaltowne zatamanie liczebnosci dotyczy rowniez gendw biorgcych udziat w
wytwarzaniu odpornos$ci przeciw patogenom. Zbadanie, jak czynniki losowe i kierunkowe
wptywajg na ten funkcjonalny region genomu oraz wyznaczenie ich relatywnego udziatu w
ksztattowaniu zmienno$ci MHC byto wyjatkowo istotne dla okre$lenia roli tej zmienno$ci w
funkcjonowaniu izolowanych populacji zagrozonych gatunkow. Z tego powodu wybratam
tematyke badan zwigzang z ksztattowaniem si¢ zmiennosci MHC w krytycznie zagrozonych
populacjach susta peretkowanego. W populacjach tych wczesniej udato mi si¢ wykazaé
prawie catkowitg izolacj¢ genetyczng i istotnie obnizony, zarowno w wyniku izolacji jak i
dziatania dryfu genetycznego, poziom zmiennosci neutralnie ewoluujacych loci
mikrosatelitarnych. We wspoélpracy z prof. dr hab. Jackiem Radwanem zbadalismy poziom
zmienno$ci MHC DRB (MHC klasy II) w 14 populacjach susta peretkowanego réznigcych si¢
pod wzgledem stopnia izolacji i poziomu zmienno$ci genetycznej. Analiza polimorfizmu
badanego regionu wykazata istotne znaczenie pozytywnej selekcji w ksztattowaniu
zmiennos$ci badanego regionu w przesztosci. Jednoczes$nie nasze badania dowiodty, ze
zmienno$¢ MHC w izolowanych populacjach susta perelkowanego jest istotnie nizsza w
porownaniu z populacjami charakteryzujacymi si¢ intensywnym przeplywem genéw. Co
wigcej, wykazalisSmy, ze zmienno§¢ MHC w populacjach, w ktérych dochodzi do
intensywnego dzialania dryfu genetycznego jest skorelowana ze zmiennoscia w loci
mikrosatelitarnych. Wskazuje to na istotniejsze znaczenie dryfu genetycznego w
poréownaniu z presja doboru w ksztaltowaniu zmiennosci MHC (Biedrzycka i Radwan
2008, Molecular Ecology). Praca ta wniosta istotny przyczynek do wiedzy na temat
zmienno$ci MHC w zagrozonych populacjach 1 pomimo czasu, jaki uptynat od jej
opublikowania ciagle jest cytowana w nowo pojawiajacych si¢ publikacjach, szczeg6lnie tych
dotyczacych zmiennosci MHC w populacjach zagrozonych gatunkow.

W kolejnej pracy podjetam problematyke zwigzku pomigdzy zapasozyceniem
populacji a zmiennoscig MHC (Biedrzycka i in. 2011, Mammalian Biology). Wptyw
patogendw na ksztattowanie si¢ zmiennosci MHC moze by¢ thumaczony przez kilka
mechanizmow, z ktorych kazdy doczekat si¢ potwierdzenia empirycznego, jednak ciagle
watpliwosci budzi ich relatywne znaczenie. Jedno z zatozen mowi, ze osobniki bedace
heterozygotami w danym locus maja wicksza szans¢ posiadania allelu chronigcego przed
danym patogenem (tzw. naddominacja, zaleta posiadania heterozygoty, Doherty i
Zinkernagel, 1975). Dodatkowo, szybko ewoluujace patogeny dostosowuja si¢ do

najczestszych w populacji alleli MHC, natomiast posiadanie rzadkich alleli daje ochrong



przed patogenami (selekcja zalezna od czestosci, Borghans i in., 2004). W koncu, zwigzek ten
thumaczony jest dziataniem doboru fluktuacyjnego, kiedy zmienno$¢ we frekwencji alleli
MHC wyjasniana jest poprzez roznice w presji patogendw w zaleznosci od miejsca i czasu ich
dziatania (Hedrick, 2002; Hill, 1998). We wcze$niej opisywanych badaniach udowodnilismy,
ze gtdéwny wpltyw na zmienno$¢ MHC w populacji poddanej silnemu dziataniu czynnikow
demograficznych maja wilasnie one (Biedrzycka i Radwan, 2008), jednak dane symulacyjne
(Ejsmond 1 Radwan, 2011) wykazaty, ze rowniez dobor, obok dryfu genetycznego ma wptyw
na zmian¢ frekwencji alleli MHC w matych populacjach. Mimo licznych prac wskazujacych
na zwigzek wystepowania konkretnych alleli MHC a czgstoscig wystepowania patogenow,
badania takich zalezno$ci w populacjach gatunkéw zagrozonych naleza do rzadkosci. Dlatego
moje badania zostaly przeprowadzone w izolowanych populacjach susta peretkowanego,
ktore po raz kolejny okazaty si¢ §wietnym systemem modelowym do badania czynnikow
ksztattujacych zmiennos¢ MHC. W pracy tej oszacowali$my zmienno$¢ markeréw
neutralnych (loci mikrosatelitarne) oraz zmienno$¢ drugiego exonu locus DRB MHC klasy 11
oraz oznaczyliSmy zapasozycenie pasozytami krwi z rodzaju Babesia, Bartonella i
Haemobartonella. Badania nie wykazaty zwigzku pomiedzy poziomem heterozygotyczno$ci
MHC a czgstoscig wystepowania ani intensywnoscig infekcji pasozytniczych. Udalo nam sie
jednak udowodni¢ wplyw jednego z alleli MHC DRB na cze¢sto$¢ wystepowania i
intensywnos¢ zarazenia Haemobartonella w cze¢$ci badanych populacji. Wynik ten
potwierdza hipoteze, ze interakcje pasozyt-gospodarz mogg by¢ rézne w zaleznosci od
warunkow srodowiskowych, co stanowi wazny element ksztaltowania si¢ zmiennosci
MHC w skali przestrzennej. Dodatkowo, w opisywanej pracy wykazaliSmy odchylenia od
réwnowagi Hardy’ego-Weinberga w kilku populacjach w locus MHC, podczas gdy loci
mikrosatelitarne pozostawaty w rownowadze, co sugeruje wptyw dziatania doboru na region
MHC. Badania te potwierdzity, ze badane locus MHC jest pod wptywem doboru
ksztattowanego przez pasozyty, co z kolei dowodzi znaczenia kompleksu MHC w utrzymaniu
kondycji zagrozonych populacji.

Temat wptywu zwigzku pasozyt-gospodarz na ksztaltowanie si¢ zmiennosci gtownego
kompleksu zmiennos$ci tkankowej w matych, izolowanych populacjach podj¢tam raz jeszcze,
w badaniach prowadzonych z dr Agnieszka Kloch, gdzie skupity§my si¢ na zbadaniu zmian w
poziomie zapasozycenia i zmiennosci MHC oraz zwigzkéw zachodzgcych miedzy nimi w
skali czasowej, a wiec zalezno$ci istotnych dla potwierdzenia roli doboru fluktuacyjnego w
ksztattowaniu zmiennos$ci badanego regionu (Biedrzycka i Kloch 2016, Infection, Genetics

and Evolution). Mimo, Ze zalozenia teoretyczne przewidujg ksztaltowanie si¢ zmiennosci

10



gendw MHC poprzez dynamike interakcji pomiedzy populacja gospodarza, w ktorej osobniki
posiadaja allele odpornosci czy podatnosci na konkretne infekcje a populacjami pasozytow
wywierajagcych na nie presje w danej chwili (Spurgin i Richardson, 2010), to badania
wykazujace zmiany frekwencji alleli MHC w czasie sg nieliczne. Badania takie, poza
konieczno$cig wykonania ich w dtugiej skali czasowej, s utrudnione poprzez istnienie,
zwykle niemozliwych do kontrolowania, migracji w naturalnych populacjach. W opisywane;j
pracy badania zostaly przeprowadzone w catkowicie izolowanej populacji susta
peretkowanego, w ktorej utrzymywata si¢ stata liczebno$¢ w okresie prowadzenia badan,
dlatego mozliwe byto zaobserwowanie ksztalttowania si¢ zwigzkow pomiedzy allelami MHC
a specyficznymi infekcjami pasozytniczymi. Badania objety 3 pokolenia susta
peretkowanego, a poziom zapasozycenia pasozytami krwi z grupy Babesia 1 pasozytami
przewodu pokarmowego (Capillaria 1 Coccidia) oraz poziom zmiennosci locus MHC DRB i
loci mikrosatelitarnych zostat zbadany w roku 2011 1 2014. Ocena zmiennosci locus MHC
zostata przeprowadzona przy pomocy sekwencjonowania amplikonéw w technologii Solexa
Illumina co pozwolito na uzyskanie bardzo wysokiej doktadnosci genotypowania.
Przeprowadzone badania wykazaty istotny wzrost czgstosci wystepowania 1 intensywnosci
zarazenia pasozytami przewodu pokarmowego pomigdzy pierwszym i drugim probkowaniem
populacji. Jednoczesnie, w roku 2014, udalo sie wykazaé, nie istniejace wcze$niej, zwiazki
pomiedzy allelami MHC DRB a czestoScia wystepowania (Babesia) oraz intensywnoscia
infekcji (Capillaria). Uzyskane wyniki udowadniaja, Zze w zamknietej populacji, w tak
krotkim czasie moga wytworzy¢ si¢ zwigzki pomiedzy specyficznymi patogenami i
allelami MHC oraz dowodzg znaczenia selekcji fluktuacyjnej w ksztaltowaniu si¢
zmienno$ci MHC.

Badania nad stosunkowo prostym systemem jakim jest MHC ssakow, a w
szczegblnosci niezduplikowane locus MHC DRB susta peretkowanego postanowitam
rozszerzy¢ o uktad wielokrotnie bardziej skomplikowany. Badania przeprowadzitam w
ramach projektu POMOST pt.: “Discovering the role of pathogen mediated selection and
mate choice in MHC evolution in the natural population. An example of extensively studied
sedge warbler population” przyznanego mi przez Fundacj¢ na Rzecz Nauki Polskiej, we
wspotpracy z dr Heleng Westerdahl z Uniwersytetu w Lund w Szwecji i z prof. Jackiem
Radwanem z Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Ptaki z rzedu wroblowych
charakteryzuja si¢ wyjatkowo skomplikowanym systemem MHC, zaré6wno klasy pierwszej
jaki drugiej. Region ten u wroblowych posiada wyjatkowo wysoki poziom polimorfizmu,

dtugie introny i liczne pseudogeny (Westerdahl, 2007). Wielokrotna duplikacja i
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homogenizacja, jaka zachodzi mi¢dzy allelami uniemozliwia dopasowanie alleli do
konkretnych loci, a co za tym idzie, zwykle niemozliwe jest takie zaprojektowanie
eksperymentu, aby mozliwe byto badanie zmiennos$ci poszczegolnych loci osobno. Do
niedawna doktadne i wiarygodne okreslenie catego spektrum zmiennosci MHC w takich
sytuacjach bylo technicznie wyjatkowo trudne, a czgsto niemozliwe (Sommer i in., 2013).
Zastosowanie wysokoprzepustowego sekwencjonowania nastepnej generacji, ktére pozwala
na jednoczesne sekwencjonowanie dowolnej liczby wariantow danego genu, od oceny
zmienno$ci MHC klasy I i II u niemodelowych organizmoéw, wykazujacych bardzo wysoki
polimorfizm i czesto jednoczesne silne zréznicowanie liczby kopii w obrebie gatunku stato
si¢ rozwigzaniem dla tego typu problemow (Babik, 2010). W opisywanych badaniach
zastosowatam metod¢ sekwencjonowania amplikonéw przy uzyciu platformy Illumina MiSeq
oraz opracowang wczesniej w podobnym zespole metod¢ genotypowania (Biedrzycka i in.,
2017b) do oszacowania zmienno$ci i doktadnej charakteryzacji 3 exonu MHC klasy [ u
rokitniczki (Biedrzycka i in. 2017, BMC Evolutionary Biology). W tym celu wykorzystalam
863 probki zebrane w latach 2004-2011 w populacji rokitniczki wystepujacej na terenie
rozlewisk srodkowej Nidy. Przy pomocy opublikowanych wcze$niej primeréw PCR
oszacowalam zmiennos$¢ 2, 3 i 4 exonu MHC klasy I w komplementarnym DNA (cDNA) u
kilku osobnikow 1 zaprojektowatam specyficzne dla gatunku primery w celu oszacowania
zmienno$ci wszystkich badanych osobnikéw w trzecim exonie, ktory charakteryzuje sie
najwyzszym poziomem zmiennosci funkcjonalnej. Uzyskane wyniki dowiodly, Ze rokitniczka
posiada najwyzszy do tej pory zbadany poziom zmiennosci MHC klasy pierwszej. Wérod
analizowanych osobnikow wykrylam 3566 alleli 3 exonu MHC Kklasy I, a liczba alleli
wystepujaca u osobnika wahala si¢ si¢ od 12 do 65, co jest najwyzszg do tej pory opisana
u wroblowych liczba alleli i dowodzi wysokiej zmiennosci liczby kopii badanego regionu.
Opisywane allele wystepowaly w trzech roznych dtugosciach (allele o petnej dlugosci, allele z
delecja 3 par zasad i allele z delecja 6pz). Przeprowadzone testy badajace dzialanie
selekcji oraz zréznicowanie, dywergencje i rozklad czestosci alleli kazdej z trzech grup
wykazaly, ze allele roznej dlugos$ci réznia si¢ rowniez pod katem pelnionej funkcji. Allele
pelnej dlugosci i allele z delecja 6pz prawdopodobnie koduja klasyczne geny MHC,
podczas gdy allele z delecjg 3pz naleza do nieklasycznych i majg inng funkcje¢. Mimo, ze
coraz wigcej prac opisuje wyjatkowo wysoki poziom zmiennosci MHC wroblowych, ciagle
brakuje gruntownego wyjasnienia tego zjawiska. Badania wskazuja, ze genom ptakoéw
$piewajacych moze podlegaé szybszej ewolucji, a geny MHC silniejszej selekcji adaptacyjne;.

Jest to prawdopodobnie zwigzane z ich matymi rozmiarami ciala, szybka wymiang pokolen,
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oraz zajmowaniem bardzo zréznicowanych siedlisk, co z kolei zwigksza presj¢ pasozytniczg.
Nasze badania wskazuja, ze tak wysoki polimorfizm jaki charakteryzuje MHC ptakow
wroblowych ma zwigzek z przejmowaniem przez cze$¢ alleli nowych funkcji. Mimo, ze
zmienno$¢ MHC rozmaitych gatunkow ptakow, rowniez wroblowych, jest obecnie bardzo
popularnym tematem badan, to moje badania, jako jedne z nielicznych, podejmuja probe
odpowiedzi na pytanie o rzeczywista rol¢ utrzymywania si¢ tak wysokiego poziomu
zmiennosci u tej grupy ptakéw. Co wiecej, wykorzystanie danych wieloletnich umozliwito
nam zaobserwowanie zmiany frekwencji supertypow (grup alleli o podobnym znaczeniu
funkcjonalnym) MHC w czasie i dato podstawe do wnioskowania na temat roli pasozytow w
ksztattowaniu si¢ zmiennosci tego skomplikowanego systemu.

W chwili obecnej przygotowuje do publikacji wyniki badan wskazujacych na wptyw
pasozytow malarycznych na zmiang czestosci supertypéw MHC klasy I u rokitniczki.
Przeprowadzenie takich badan wymagato zastosowania precyzyjnej i powtarzalnej metody
szacowania czestosci 1 intensywnosci infekeji pasozytniczych. Tradycyjne podejscie zaktada
mikroskopowa ocen¢ poziomu zapasozycenia, idealnie wykonywang przez jednego,
wykwalifikowanego badacza. Ograniczeniem jest wigc poziom do§wiadczenia osoby
wykonujacej analizy, ale problematyczne jest rowniez prawidlowe szacowanie czgstosci
zarazenia w przypadku najczesciej wystepujacych infekcji chronicznych, kiedy liczba
gametocytoOw pasozyta w rozmazie krwi jest bardzo niska. Dodatkowo, metoda
mikroskopowa z reguly nie pozwala na rozroéznianie szczepoOw a nawet gatunkoéw
poszczegolnych pasozytow. Zastosowanie metod molekularnych pozwala na wyeliminowanie
wspomnianych problemow. Co wigcej, coraz czesciej sugeruje si¢, ze tzw. infekcje mieszane,
czyli wywolywane przez wiecej niz jedng lini¢ genetyczng pasozyta danego gatunku maja
szczegdlny wpltyw zaréwno na kondycj¢ osobnikdéw i funkcjonowanie populacji (Davidar i
in., 2006; Marzal i in., 2008), jak i na ksztalttowanie si¢ zmienno$ci MHC (Biedrzycka i in.,
2017a). Dodatkowym waznym, a cz¢sto pomijanym w badaniach aspektem, jest wpltyw
intensywnosci infekcji na funkcjonowanie populacji czy ksztattowanie si¢ zmiennosci
genetycznej. Do tej pory zdecydowana wigkszos$¢ prac skupiala si¢ jedynie na badaniu
wplywu czestosci infekeji na cechy zwigzane z dostosowaniem (Marzal i in., 2008). W
opisywanej pracy opracowatam protokot, ktory umozliwia jakosciowe i ilosSciowe oznaczenie
dwoch najpopularniejszych szczepow pasozytdw malarycznych wystepujacych w badanej
wczesniej populacji rokitniczki (Biedrzycka i in. 2015, Journal of Ornithology). W
pierwszym etapie, przy pomocy metody zagniezdzonego PCR (nestedPCR, Waldenstrom 1

in., 2004) zostat okreslony sktad pasozytéw z grupy tzw. ptasiej malarii (Plasmodium,
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Haemoproteus 1 Leucocytozoon) w populacji rokitniczki, z doktadno$cig do poszczegdlnych
linii. Poniewaz 93% wszystkich infekcji wystepujacych w populacji byto wywotanych
zarazeniem dwoma szczepami Haemoproteus (SW1 i/lub SW3), zostal opracowany
szczegdtowy protokot, ktory postuzyt do ilosciowego okreslenia intensywnos$ci zarazenia
tymi dwoma liniami z wykorzystaniem metody PCR w czasie rzeczywistym (real-time PCR).
Glowna zaleta opracowanej metody jest mozliwos¢ rozroznienia obu linii, co jest poza
zasiegiem oznaczenia mikroskopowego. Co wiecej, pozwala ona na wykrycie
pieciokrotnie wyzszego poziomu infekcji mieszanych wystepujacych w populacji w
poréwnaniu z zastosowang wczesniej metoda zagniezdzonego PCR. Oznaczenie dotyczy
patogenow infekujacych wiele gatunkow ptakéw z rzedu wroblowych, a zwigzek pomigdzy
infekcjami wywolywanymi przez pasozyty malaryczne i zmiennos$cia genéw MHC zostat
wykazany w szeregu prac (przeglad w Spurgin i Richardson, 2010). Co wigcej, coraz czesciej
wykazywane jest znaczenie wptywu infekcji mieszanych na dostosowanie osobnikow.
Dlatego opisana metoda daje precyzyjny warsztat umozliwiajacy badanie ksztattowania si¢

zmienno$ci MHC 1 innych genéw immunologicznych w dzikich populacjach ptakow.

Podsumowujac, prace badawcze, ktore zaliczam w sktad mojego osiggnig¢cia naukowego
wnoszg znaczacy wktad w poznanie struktury gendw gtownego kompleksu zmienno$ci
tkankowej 1 ksztaltowania si¢ jego zmienno$ci w wyniku dziatania presji ze strony patogenow
oraz proponuja warsztat metodyczny, ktéry umozliwia badania nad szczegoétowymi aspektami
tych zagadnien. Za najwazniejsze osiggni¢cia uwazam:

e Zbadanie interakcji migdzy dryfem genetycznym i doborem naturalnym i ich roli w
ksztattowaniu si¢ zmiennosci MHC w matych, izolowanych populacjach.

e Udowodnienie roli selekcji fluktuacyjnej dzialajacej w czasie i przestrzeni w
utrzymywaniu polimorfizmu MHC.

e Opisanie i préba wyjasnienia zmiennosci MHC klasy I u rokitniczki, gatunku ptakow
wroblowych charakteryzujacym si¢ najwyzszym poziomem zmiennos$ci tego regionu
wsrdd do tej pory opisanych oraz zaproponowanie mechanizmow wyjasniajacych
bardzo wysokie zréznicowanie poziomu zmienno$ci MHC w obrgbie tego gatunku.

e Opracowanie czulej, powtarzalnej i charakteryzujacej si¢ wysoka rozdzielczoscia
metody iloSciowego oznaczania specyficznych linii pasozytow malarycznych, ktora
umozliwia badanie wptywu infekcji mieszanych na ksztattowanie si¢ zmiennosci

MHC.
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Pozostale publikacje, nie wchodzace w sklad osiagniecia naukowego

Moje zainteresowania czynnikami wptywajacymi na ksztaltowanie si¢ zmiennosci w
populacjach zagrozonych gatunkow zaowocowaty réwniez powstaniem pracy przegladowe;.
Przewidywania teoretyczne mowia, ze utrata zmiennosci w genach odpowiedzialnych za
odpornos¢ przeciw patogenom sprzyja rozwojowi infekcji, natomiast wtasnie patogeny sa
jednym z gléwnych czynnikow majacych wptyw na wymieranie populacji (Smith 1 in., 2009).
Coraz lepsze poznanie zmiennosci MHC, rowniez u dziko zyjacych gatunkow, a co za tym
idzie stosunkowa tatwo$¢ stosowania MHC jako genetycznego markera w badaniu
zmienno$ci adaptacyjnej sprawito, ze geny te staty si¢ podstawowym narzedziem
stosowanym w badaniu zagrozonych populacji (Hughes, 1991). Jednak liczba prac
jednoznacznie potwierdzajaca zwigzek miedzy zmienno$cig MHC, a rzeczywista kondycja
populacji jest niewielka. Dlatego moja kolejna praca, przygotowana we wspotpracy z prof.
Jackiem Radwanem i prof. Wiestawem Babikiem miata forme przegladu, w ktorym
analizowaliSmy wyniki prac badajacych zwigzek zmiennosci MHC i infekcji na poziomie
populacji. Naszym celem byta odpowiedz na pytanie czy dryf, majacy wplyw na obnizenie
zmienno$ci genetycznej w matych populacjach, niweluje dziatanie doboru na loci MHC, a
wigc redukuje rowniez ich zmienno$¢, oraz czy ograniczenie zmiennosci MHC wplywa na
wzrost czesto$ci wystepowania infekcji w populacji 1 wzrost prawdopodobienstwa jej
ekstynkcji (Radwan i in. 2010, Biological Conservation, praca nr 11). W pracy
wykazaliSmy, Ze mimo widocznego historycznego wplywu selekcji balansujacej na
zmienno$¢ MHC, w przewazajacej wiekszosci, to wlasnie czynniki demograficzne sa
odpowiedzialne za poziom zmiennoSci genetycznej w populacjach. ZwrociliSmy uwage, ze
odpowiedz na pytanie, czy w populacjach, ktére przeszty niedawne zatamanie liczebnosci lub
wykazujg istotny stopien izolacji 1 fragmentacji, rzeczywiscie zwigkszone jest
prawdopodobienstwo ekstynkcji zwigzane z obnizong zmiennoscig MHC, wymaga analizy tej
zmienno$ci w powigzaniu z presj3 patogenow. W pracy tej podkresliliSmy roOwniez znaczenie
badania poziomu heterozygotycznos$ci calego genomu, nie tylko samego regionu MHC oraz
przedyskutowaliSmy kryterium ochrony zmiennosci MHC w programach hodowli
zagrozonych gatunkow w niewoli. Bioragc pod uwage niepewnos$¢ znaczenia zmiennosci
MHC dla kondycji zagrozonych populacji, wazniejszym wydaje si¢ przeciwdziatanie
kojarzeniu wsobnemu, a tym samym utrzymanie jak najwyzszej ogdlnej zmiennos$ci genomu.

Praca ta stata si¢ niezwykle wazna dla badaczy zajmujacych si¢ znaczeniem zmienno$ci MHC

15



w ochronie zagrozonych gatunkéw, na co wskazuje wysoki indeks cytowan (118) uzyskany w

ciggu ostatnich lat.

Niezaleznie od badan przedstawionych w cyklu tematycznym osiggni¢cia naukowego moje
zainteresowania skupialy si¢ wokot zastosowania metod molekularnych w rozwigzywaniu
problemow zwigzanych z ochrong populacji ssakow. W duzej mierze dotycza one:
rozpoznawania zmiennosci genetycznej i planowania ochrony zagrozonych gatunkow,
badania dziatania doboru naturalnego w matych, izolowanych populacjach, a takze badania
wplywu gatunkéw inwazyjnych na gatunki rodzime pod katem zmienno$ci genetyczne;.

Hybrydyzacja i introgresja genomu obcych gatunkéw introdukowanych poza ich
naturalny zasieg wystepowania jest jednym z podstawowych zagrozen dla gatunkéw
rodzimych (Arnold, 2004). Przekazywanie genéw migdzy gatunkami, ktére nie miaty
wczesniej ze sobg kontaktu i utrzymywanie si¢ mieszancoOw w populacji poprzez tworzenie
ptodnych hybryd i krzyzowki wsteczne moze doprowadzi¢ do catkowitej utraty rodzimej puli
genowej (Huxel, 1999). Badania dotyczace hybrydyzacji i introgresji miedzy rodzimym
gatunkiem jelenia szlachetnego, a introdukowanym jeleniem sika przeprowadzitam w pigciu
réznych regionach w Polsce, na Litwie i w Obwodzie Kaliningradzkim, gdzie gatunki te maja
ze sobg kontakt (Biedrzycka i in. 2012, Journal of Mamammalogy, praca nr 9). Jelen sika
jest gatunkiem obcym, uznanym za jeden z najbardziej inwazyjnych w Europie, ktorego
obecnos$¢ stanowi powazne zagrozenie dla gatunkow rodzimych. Jednym z gtownych
zagrozen jest prawdopodobienstwo introgresji genow jelenia sika do puli genowej jelenia
szlachetnego. Mimo, ze zjawisko hybrydyzacji i introgresji bedace wynikiem kontaktu
mig¢dzy tymi dwoma gatunkami zostato wykazane w kilku populacjach na Wyspach
Brytyjskich (Senn i Pemberton, 2009), a wystgpowania krzyzowek dowiedziono w
populacjach hodowlanych, brak byto dowoddéw na wystepowanie tego procesu w populacjach
w Europie wschodniej 1 srodkowej. Co wigcej, opinia srodowiska mysliwskiego silnie
negowala jego wystepowanie. Badana zestawu diagnostycznych (rézniacych si¢ zakresem
dhlugosci alleli w zaleznoS$ci od gatunku) loci mikrosatelitarnych oraz regionu
kontrolnego DNA mitochondrialnego dowiodly intensywnej hybrydyzacji we wszystkich
badanych populacjach, a poziom introgresji okazal si¢ wyzszy niz wcze$niej wykazany w
Irlandii i Wielkiej Brytanii. Dodatkowo, analizy haplotypoéw mitochondrialnych dowiodty,
ze wschodnioeuropejskie populacje jelenia sika zostaly zatozone w wyniku co najmniej
dwoch niezaleznych introdukcji, w ramach ktdrych niezaleznie wprowadzone zostaly

osobniki pochodzace z potudniowej Japonii 1 z wschodnich Chin.
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Tematyka dotyczaca sukcesu gatunkdéw inwazyjnych w nowym $rodowisku jest
niezwykle interesujaca, jednoczesnie ciagle nie jest jasne, jakie warunki muszg by¢ spetnione,
aby wprowadzona do nowego siedliska niewielka liczba osobnikow rozprzestrzenita si¢
szybko 1 na szerokim obszarze, co doprowadzi do skutecznej inwazji. Niewatpliwie rolg
odgrywa tutaj sam moment zatozenia populacji, liczba osobnikow i liczba poszczegdlnych
introdukcji (Lockwood i in., 2009). Wprowadzenie osobnikow pochodzacych ze
zroznicowanych genetycznie zrédet moze doprowadzi¢ do zwigkszenia zmiennosSci
genetycznej 1 potencjatu adaptacyjnego w stosunku do populacji rodzimej, co z kolei moze si¢
przetozy¢ na szczegolny sukces gatunku w nowym $rodowisku i zwigkszenie jego
inwazyjnos$ci (Dlugosch i Parker, 2008). Zmienno$¢ genetyczna gatunku w czasie inwazji jest
suma dziatania intensywnego przeptywu genéw, do jakiego dochodzi w czasie
rozprzestrzeniania si¢ gatunku obcego w nowym $rodowiskuco prowadzi do ujednolicenia
struktury genetycznej oraz lokalnego dziatania dryfu i powstawania adaptacji, a w
konsekwencji wytworzenia silnej struktury genetycznej. W pracy (Biedrzycka i in. 2014,
Biological Invasions, praca nr 6) scharakteryzowatam strukture genetyczng i szlaki inwaz;i
populacji szopa pracza na terenie sSrodkowej Europy. Gatunek ten jest bardzo inwazyjny.
Poczatkowo zostal wprowadzony na teren Niemiec i obecnie jest w fazie bardzo silnej
ekspansji. Niska zmiennos$¢ haplotypoéw mitochondrialnych wskazuje na silng redukcje
zmienno$ci genetycznej w wyniku introdukcji ograniczonej liczby osobnikéw. Jednoczes$nie
wykazali$my istnienie dwdch niezaleznych szlakow inwazji szopa pracza na teren Polski.
Jeden z nich wiedzie ze wschodnich Niemiec na tereny zachodniej Polski, a drugi z Niemiec
potudniowych, przez Czechy do Polski potudniowej. Analizy loci mikrosatelitarnych
dowiodly silnego zréznicowania migdzy populacjami szopa z réznych regionow i
prawdopodobnego istnienia w potudniowej Polsce strefy kontaktu migdzy osobnikami
pochodzacymi z dwoch réznych szlakow inwazji. Jednoczesnie, zmienno$¢ markerow
mikrosatelitarnych, w poréwnaniu z tg z naturalnego zasiegu gatunku, zostata w duzej mierze
zachowana, co wskazuje na potencjat adaptacyjny inwazyjnych populacji. Niezwykle
ciekawym wynikiem okazalo si¢ wykrycie silnego zréznicowania mi¢dzypopulacyjnego
pomiedzy osobnikami zamieszkujacymi Park Narodowy Ujscie Warty, a tymi
zamieszkujacymi tereny poza Parkiem, mimo niewielkiej dzielacej je odlegtosci i braku barier
przestrzennych. Populacje te r6znig si¢ pod wzgledem zajmowanego siedliska, a analiza
kierunku i intensywnosci migracji sugeruje istnienie dynamiki typu Zrodlo-ujscie. Nasze
badania wskazuja, ze intensywno$¢ inwazji szopa pracza, jaka obecnie obserwujemy moze

wynika¢ ze stosunkowo wysokiego poziomu zmiennosci genetycznej, ktory daje mozliwosé
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dostosowania do lokalnych warunkéw. Jednoczesnie opracowalismy wskazowki do
zarzadzania populacjami szopa w sposob, ktory umozliwia ograniczenie stopnia inwaz;ji.
Badania te daly podstawy do przygotowania projektu, na ktorego finansowanie uzyskatam
fundusze w ramach projektu OPUS finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki pt.:
,»Czasowa 1 przestrzenna zmienno$¢ gendw zwigzanych z odpornos$cig i presja pasozytow w
inwazyjnej populacji szopa pracza Procyon lotor”. Celem projektu jest zbadanie zaleznosci
jakie ksztaltuja zwigzek miedzy zmienno$cig genow wplywajacych na inicjowanie i
utrzymanie odpowiedzi immunologicznej (MHC klasy II, geny kodujace cytokiny,
interleukiny, receptory toll-podobne) i patogenami wystepujacymi w populacji szopa pracza
w centralnej Europie a sukcesem inwazji tego gatunku. Szczegdlne znaczenie ma tutaj
poréwnanie wzorcow zmiennos$ci populacji bedacych w centrum inwazji i na jej czele oraz z
populacjami z naturalnego zasiegu gatunku.

Innym zagadnieniem, jakie podjetam w swoich badaniach byly genetyczne skutki
ekspansji bobra na terenie Polski (Biedrzycka i in. 2014, Mammalian Biology, praca nr 7).
Spektakularny wzrost liczebnosci tego gatunku, jaki nastapit po okresie bardzo silnego
zatamania jego liczebno$ci w catym zasiegu wystepowania jest jednym z nielicznych
przyktadow ogromnego sukcesu reintrodukcji zagrozonego gatunku. Wezesniejsze badania
wykazaty, ze wérodd obecnie wystepujacych populacji bobra mozna wyrézni¢ dwie
(wschodnia i1 zachodnig) odrgbne jednostki o znaczeniu ewolucyjnym, a wiec takie, ktore
zachowaty odrgbny potencjat ewolucyjny i pochodza prawdopodobnie z odrebnych refugiow
glacjalnych. Ich historyczny podziat mogl przebiegaé przez terytorium Polski, natomiast nie
ma danych potwierdzajacych przynaleznosci polskich populacji do ktorejkolwiek z linii.
Informacje dotyczace reintrodukcji bobra na terenie catego kraju, wykonywanych przy uzyciu
osobnikdw pochodzacych z Litwy, Biatorusi 1 zachodniej Rosji sugeruja ich pochodzenie ze
wschodniej linii. Nasze badania przeprowadzone przy uzyciu markero6w mikrosatelitarnych i
mitochondrialnego wykazaty, ze obecnie wystgpujace w Polsce populacje bobra
charakteryzujg si¢ wysokim poziomem zmiennosci genetycznej mimo wczesniejszego
zatamania liczebnos$ci. Wynik ten jest dos¢ zaskakujacy, szczegodlnie ze badania zmiennos$ci
MHC tych samych populacji wykazaly bardzo ograniczong zmienno$¢ (Durka 1 in., 2005).
Wiyniki te wskazuja na odbudowanie zmiennosci genetycznej na skutek mieszania osobnikow
z roznych populacji reliktowych. Co wigcej, analizy haplotypoéw mitochondrialnych wykazaty
obecnosé na terenie Polski osobnikéw zaréwno z wschodniej, jak i zachodniej linii. Swiadczy
to niewatpliwie o intensywnej migracji bobrow z populacji niemieckich na teren Polski.

Interesujace, ze w zachodniej czesci Polski uzyskaliSmy jedynie haplotypy zachodnie, mimo
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intensywnej reintrodukcji osobnikéw pochodzacych zza wschodniej granicy rowniez na te
tereny, co wskazuje na przewazajacy wptyw migracji z zachodu na ksztattowanie si¢ obecnej
struktury genetycznej, silniejszy niz wplyw reintrodukcji. Nasze badania wskazuja na brak
depresji outbredowej mimo mieszania si¢ osobnikdéw nalezacych do roznych jednostek o
znaczeniu ewolucyjnym, co wiecej, sugeruja, ze to wlasnie wysoki poziom zmiennos$ci
genetycznej, jaki si¢ dzieki temu wytworzyt jest jedng z przyczyn obecnie obserwowane;j
ekspansji bobra na terenie Europy.

W kolejnej pracy (Bielanski i in. 2017, Journal of Avian Biology, praca nr 3)
wykorzystali§my opracowang przeze mnie wczesniej metode ilosciowego oszacowania
intensywnosci infekcji dwdch roznych linii pasozytow krwi z gatunku Haemoproteus i
okreslilismy ich wplyw na dtugos¢ zycia samcow rokitniczki. UzyliSmy danych dotyczacych
przezywalnosci samcoéw w kolejnych dziewieciu latach. Intensywna $miertelno$¢ osobnikdéw
bedacych w drugim roku zycia i istotnie nizszy poziom infekcji wywotanych przez obie
badane linie pasozytéw u osobnikoéw, ktére dozyty do nastepnego roku wskazuja, ze
intensywnos$¢ infekcji jest zaleznym od wieku wskaznikiem przezywalnosci osobnikéw.

W ramach dziatalnosci naukowej opublikowatam rowniez artykuly metodyczne. W
pracy Biedrzycka i in. (2013, Parasitology, praca nr 8) udato mi si¢ zweryfikowaé status
gatunkowy jednego z pasozytéw krwi rokitniczki. Analizy mikroskopowe rozmazéw krwi
osobnikow z badanej przez nas populacji wykazaty obecno$¢ pasozytow z gatunku
Hepatozoon nalezacego do typu Apikompleksa zidentyfikowanych wcze$niej (Kruszewicz 1
Dyrcz, 2000) jako Hepatozoon kabeeni. Przeprowadzone przez nas analizy filogenetyczne
fragmentu jednostkil8S rybosomalnego DNA (rDNA) wykazaty, ze w rzeczywistos$ci
opisywany patogen nalezy do gatunku Lankestrella. Nasze wyniki wpisujg si¢ w trwajaca
obecnie dyskusje dotyczaca problemow z morfologiczng identyfikacja gatunkéw w obrgbie
Apicompleksa i1 konieczno$cig zastosowania do tego celu markeréw molekularnych.

Moje badania zmiennosci genetycznej MHC klasy I u rokitniczki, ktore stanowi
najbardziej zmienny wsrdd ptakow wroblowych system staty si¢ motorem do
przeprowadzenia weryfikacji metod stuzacych do rozréznienia pomig¢dzy prawdziwymi
allelami a artefaktami, ktore powstaja w czasie sekwencjonowania z powodu stosunkowo
wysokiej czgstosci generowanych btedow (insercji, delecji 1 substytucji oraz tzw. chimer
powstajacych z polaczenia dwoch prawdziwych wariantow; Biedrzycka i in. 2017,
Molecular Ecology Resources, praca nr 2). Poniewaz zastosowanie sekwencjonowania
nastgpnej generacji do oceny zmienno$ci MHC jest ciagle podejs$ciem relatywnie nowym, w

krotkim czasie powstato kilka rownolegtych metod stuzacych do odrdznienia 1 eliminacji
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btedow sekwencjonowania (Lighten i in., 2014; Radwan i in., 2012; Sebastian i in., 2016;
Sommer i in., 2013). Kazda z metod przyjmuje zalozenie, ze artefakty beda pojawiac si¢ w
uzyskanych danych ze zdecydowanie mniejszg frekwencjg niz prawdziwe allele, natomiast
roznig si¢ pod wzgledem zastosowanych metod klasyfikacji czy filtrowania wykrytych
wariantow. Wiadomo réwniez, ze wiarygodne zgenotypowanie systemu charakteryzujacego
si¢ wysoka zmienno$cig wymaga zastosowania bardzo wysokiego pokrycia
sekwencjonowania, co w praktyce oznacza czesto$¢ z jaka konkretny wariant pojawil si¢ w
otrzymanych danych. Pojawienie si¢ kilku réwnoleglych podejs¢ doprowadzito do braku
zgodnosci miedzy naukowcami co do metody, ktéra oferuje najlepszy schemat pozwalajacy
na uzyskanie nie obarczonego btedem genotypu sktadajacego si¢ z wielu alleli. Aby
zweryfikowac skuteczno$¢ 1 powtarzalnos¢ kazdej z tych metod wykonali§my dwukrotne
sekwencjonowanie trzeciego exonu MHC klasy I przy uzyciu tzw. ultraglebokiego
sekwencjonowania (dajacego bardzo wysokg liczbe odczytow danego wariantu) w technologii
[llumina w 24 probkach pochodzacych od rokitniczki, gatunku nalezacego do wroblowych, a
wiec posiadajgcego system MHC o bardzo wysokim stopniu skomplikowania. Nastgpnie
przeprowadziliSmy genotypowanie przy pomocy czterech opisanych wyzej metod. Co wazne,
zadna z opisywanych metod nie byla wcze$niej testowana na tak skomplikowanym systemie.
UdowodniliSmy, ze nawet w przypadku wieloallelicznych genotypow, gdzie liczba alleli
wystepujacych u jednego osobnika przekracza 40, zastosowanie pokrycia
przekraczajacego 5 tys. odczytow na amplikon pozwala na uzyskanie wiarygodnych i
powtarzalnych genotypow. DowiedliSmy rowniez, ze mimo réznych zasad postepowania
przy grupowaniu alleli i usuwania artefaktow stosowanych w opisywanych metodach
wystepuje miedzy nimi wysoka zgodnos¢. Ponadto wskazaliSmy staboSci poszczegdlnych
metod oraz wytypowaliSmy metod¢ opublikowana w pracy Sebastian i in. (2016) jako
najbardziej efektywna. Uzyskane przez nas wyniki maja kluczowe znaczenie dla badaczy
stosujacych metode genotypowania przez sekwencjonowanie w ocenie zmiennosci
wielokrotnie zduplikowanych loci. Do tej pory metodyka stosowana w genotypowaniu takich
systemow rozwijata si¢ niezwykle szybko, a nowe metody czgsto nie byty wystarczajaco

weryfikowane.
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Plany na przysztosé

W najblizszym czasie chce kontynuowac badania dotyczace wptywu infekcji pasozytniczych
na ksztattowanie si¢ zmienno$ci genoéw immunologicznych w inwazyjnej populacji szopa
pracza; badania te wykonuj¢ w ramach przyznanego mi przez Narodowe Centrum Nauki
grantu OPUS. W przysztos$ci chcialabym skupi¢ si¢ na badaniach, ktére przyczynia si¢ do
lepszego poznania znaczenia infekcji jako jednego z gldéwnych czynnikéw bedagcym motorem
zmian ewolucyjnych w naturalnych populacjach. W zwiazku z niezwykle szybkim rozwojem
metod masowego sekwencjonowania i metod bioinformatycznych, ktore dajg mozliwosé
analizowania wybranych regionow genomu réwniez u niemodelowych gatunkow ta galaz
badan ewolucyjnych ulegta obecnie ogromnemu przyspieszeniu. Dlatego planuje rowniez
rozwing¢ swoj warsztat analityczny, ktory pozwoli mi na lepsze niz do tej pory wykorzystanie

danych genomowych.
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