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1. Imie i nazwisko
Sebastian Tarcz

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe —z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania
oraz tytutu rozprawy doktorskie;j.

Studia na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi (kierunek biotechnologia) Uniwersytet
im. Adama Mickiewicza w Poznaniu (1997-2002), ukoriczone uzyskaniem tytutu magistra
biotechnologii z wynikiem bardzo dobrym (dnia 5.12.2002r.).

Pracownia magisterska: Pracownia Genetyki Nowotworéw (obecnie Zaktad Biomedycyny
Molekularnej), Instytutu Chemii Bioorganicznej, Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu.
Tytut pracy magisterskiej: ,,Polimorfizm pojedynczego nukleotydu w mRNA ludzkiego genu
IT15”, promotor prof. Wtodzimierz Krzyzosiak

Miedzynarodowe Studium Doktoranckie Nauk Przyrodniczych Polskiej Akademii Nauk
w Krakowie (2003-2007), ukonczone uzyskaniem stopnia doktora nauk biologicznych
specjalnos¢: biologia (Rada Naukowa Instytutu Systematyki i Ewolucji Zwierzat Polskiej
Akademii Nauk w Krakowie 26.11.2007r.).

Tytut pracy doktorskiej: ,Badania zrdznicowania wewnatrzgatunkowego w obrebie
Paramecium novaurelia, z zespotu gatunkdéw Paramecium aurelia (Ciliophora, Protozoa),
metoda analizy poréwnawczej wybranych fragmentéw DNA”, promotor prof. Ewa Przybo$

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

10.2007 - 12.2007 — asystent, Zaktad Zoologii Doswiadczalnej, Instytut Systematyki
i Ewolucji Zwierzat Polskiej Akademii Nauk w Krakowie

12.2007 - obecnie — adiunkt, Zaktad Zoologii Doswiadczalnej, Instytut Systematyki
i Ewolucji Zwierzat Polskiej Akademii Nauk w Krakowie

01.2009 - obecnie — adiunkt, kierownik Pracowni Technik Molekularnych, Instytutu
Systematyki i Ewolucji Zwierzat Polskiej Akademii Nauk w Krakowie



4. Wskazanie osiggniecia* wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

a) tytut osiggniecia naukowego,

Jako osiggniecie wynikajgce z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz.
595 ze zm.), wskazuje cykl szesciu publikacji oryginalnych na temat:

»Kod kreskowy DNA jako narzedzie oceny zmiennosci genetycznej wybranych gatunkéw
rodzaju Paramecium (Orzeski, Pierwotniaki)”

b) (autor/autorzy, tytut/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa),

1. Przybo$ E., Tarcz S.>4, Pothekin A., Rautian M., Prajer M. 2012. A two-locus
molecular characterization of Paramecium calkinsi. Protist 163: 263-273
IF5012=4.140; MNiSW=35

2. Tarcz S. D4, Pothekin A., Rautian M., Przybos$ E. 2012. Variation in ribosomal and
mitochondrial DNA sequences demonstrates the existence of intraspecific groups
in Paramecium multimicronucleatum (Ciliophora, Oligohymenophorea). Molecular
Phylogenetics and Evolution 63: 500-509
|F2012= 4066, MNiSW=30

3. Przybo$ E., Tarcz S. >4, Prajer M., Surmacz M., Rautian M., Sawka N. 2012. Does high
intraspecific variability of two genome fragments indicate a recent speciation process
of Paramecium dodecaurelia (P. aurelia species complex, Ciliophora, Protozoa)?
Systematic and Biodiversity 10(3): 289-304
IF201,=1.884; MNiSW=30

4. Tarcz S. >4, Przybo$ E., Surmacz M. 2013. An assessment of haplotype variation
in ribosomal and mitochondrial DNA fragments suggests incomplete lineage sorting
in some species of the Paramecium aurelia complex (Ciliophora, Protozoa). Molecular
Phylogenetics and Evolution 67: 255-265
IF2012=4.066; MNiSW=30

5. Przybo$ E., Tarcz S.24 2013. Three-locus analysis in conjunction with strain crosses
confirms the existence of reproductivelyisolated populations in Paramecium
jenningsi (Diller and Earl 1958). Systematics and Biodiversity 11: 507-523
IF201o= 1.884; MNiSW=30



6. Tarcz S. >, Rautian M., Potekhin A., Sawka N., Beliavskaya A., Kiselev A., Nekrasoval.,
Przybo$ E. 2014. Paramecium putrinum (Ciliophora, Protozoa): The first insight into
the variation of two DNA fragments — Molecular support for the existence
of syngens. Molecular Phylogenetics and Evolution 73: 140-145
|F2012= 4066, MNiSW=30

taczna suma punktéw z listy MNiSW (czesc¢ A) dla wskazanego osiggniecia wynosi 185
Sumaryczny Impact Factor (IF) wskazanego osiggniecia wynosi 20,106

c) omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikdw wraz z omdéwieniem ich

ewentualnego wykorzystania.

Osiggniecie naukowe to cykl szesciu oryginalnych artykutow opublikowanych w latach
2012-2014 w czasopismach znajdujacych sie w bazie Journal Citation Reports, w ktorych
przedstawitem wyniki moich badain zwigzane 2z zastosowaniem fragmentéw DNA
w rozwigzywaniu probleméw dotyczacych specjacji u orzeskdw z rodzaju Paramecium.
W trzech publikacjach jestem pierwszym, a we wszystkich szesciu autorem

korespondencyjnym.

Uzasadnienie podjecia tematu oraz cel naukowy

W linneuszowskiej klasyfikacji organizmdédw gatunek jest najmniejszg jednostka
taksonomiczng. Jednakze dywergencja jednego gatunku na dwa lub wiecej gatunkéw
potomnych nie jest zjawiskiem nagtym, co w konsekwencji prowadzi do wniosku, ze kazdy
gatunek znajduje sie w trakcie specjacji. Badajac organizmy zyjgce wokdt nas mozna
zauwazyé, ze w niektérych gatunkach taksonomicznych daje sie wyodrebni¢ jednostki
0 jeszcze nizszej randze okreslane mianem gatunkow blizniaczych, ktdre sg znane zaréwno
u organizméw wyzszych (Hebert i wsp., 2004) jak i u mikroorganizméw eukariotycznych
(Amato i wsp., 2007), wtaczajgc orzeski (Schmidt i wsp, 2006). Po raz pierwszy obecnos$¢
izolowanych rozrodczo populacji w obrebie jednego gatunku orzeskéw stwierdzono
u Paramecium aurelia (Sonneborn, 1937). W przypadku rodzaju Paramecium takie izolowane

ptciowo grupy okreslane sg terminem ,syngeny”. Jedynie u P. aurelia syngeny zostaty



opisane jako zesp6t 14 niezaleznych gatunkéw blizniaczych (Sonneborn, 1975).
W podiniejszym czasie, do tej grupy jako pietnasty gatunek zespotu zostat dotgczony
P. sonneborni (Aufderheide i wsp., 1983).

Orzeski z rodzaju Paramecium (pantofelki) s3 modelowymi mikroorganizmami
eukariotycznymi w badaniach z zakresu biochemii, biologii komdorki, fizjologii, a takze
genetyki. Mimo to nie ma petnej informacji na temat filogenetycznych zaleznosci
miedzygatunkowych w obrebie rodzaju, biogeografii oraz zmiennosci genetycznej populacji
zyjacych w naturalnych siedliskach. Brak jednolitej definicji oraz ztozona struktura gatunku,
jak rowniez niewielka ilo$¢ danych o naturalnych populacjach mikroorganizmow
eukariotycznych (w tym Paramecium) powodujg, ze okreslenie granic pomiedzy gatunkami
oraz wyjasnienie przebiegu specjacji wydaje sie by¢ jednym sposrdd najwazniejszych
problemdéw wspbdtczesnej protozoologii. Obecnos¢ w obrebie gatunkéw morfologicznych
Paramecium (i innych orzeskow) izolowanych rozrodczo populacji zwanych syn genami
lub gatunkami blizniaczymi czyni je idealnym obiektem do badan nie tylko w dziedzinie
ewolucji i specjacji, ale rowniez genetyki populacji.

Rodzaj Paramecium obejmuje 13 gatunkéw morfologicznych i cztery tzw. gatunki
afrykanskie (Fokin i wsp. 2004). Na podstawie cech morfologicznych i danych biologicznych
(Fokin 2010/2011), oraz pordéwnania fragmentéw matej podjednostki rDNA (Striider-Kypke
i wsp. 2000) lub genu COI mtDNA (Strider-Kypke i Lynn 2010), wszystkie gatunki w obrebie
rodzaju sg podzielone na pie¢ podrodzajéw: Chloroparamecium (gatunek P. bursaria),
Helianter (gatunki P. duboscqui i P. putrinum), Cypriostomum (gatunki P. calkinsi,
P. nephridiatum, P. polycarium i P. woodruffi), Paramecium (zesp6t gatunkéw P. aurelia,
P. caudatum, P. jenningsi, P. multimicronucleatum, P. schewiakoffi) i rzadkie gatunki
yafrykanskie”: P. africanum, P. jankowski, P. ugandae i P. wichtermani (Fokin i wsp. 2004).
Ostatnim podrodzajem jest Viridoparamecium, w obrebie ktérego wyréznia sie tylko jeden
gatunek - P. chlorelligerum (Kreutz i wsp., 2012).

W omawianych ponizej wynikach przynaleznosé gatunkowg u Paramecium okreslano
w oparciu o ksztatt i wielkos¢ komorki, budowe aparatu jadrowego i wodniczek tetnigcych
oraz obecnos¢ lub brak endosymbiontdw. Natomiast klasyfikacja do odpowiedniego syngenu
lub gatunku blizniaczego odbywata sie na podstawie oceny zdolnosci do koniugacji
ze szczepem standardowym reprezentujgcym syngen lub gatunek blizniaczy. Stosowane

od lat w celu identyfikacji krzyzéwki testowe sg technikg wymagajgcg zywych kultur
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w odpowiedniej fazie dojrzatosci ptciowej reprezentujgcych uzupetniajgce sie typy
koniugacyjne oraz szczepow standardowych, co znaczgco komplikuje oznaczenie gatunkow
blizniaczych lub syngendéw.

Pewnym utatwieniem byto wprowadzenie do badan technik biologii molekularnej
tj. rozdziatu elektoforetycznego izoenzymow (Allen i wsp., 1973), RAPD (Stoeck i Schmidt
1998), RFLP, ARDRA (Przybos$ i wsp., 2007) PFGE (Rautian i Potekhin 2002). Zasadniczg wadg
powyzszych analiz jest stosunkowo niska powtarzalnos¢ oraz brak mozliwosci
bezposredniego pordwnania wynikéw uzyskanych przez rézine zespoty badawcze. Dopiero
zastosowanie techniki sekwencjonowania fragmentéw DNA oraz obecnos¢ uzyskanych przez
dany zespdét badawczy sekwencji w ogdlnodostepnych bazach danych (np. GenBank
www.ncbi.nlm.nih.gov) rozwigzato ten problem. Staba strong opublikowanych analiz (Barth
i wsp., 2008, Coleman 2005, Maciejewska 2007) byta ich wybidrczos¢ (badania dotyczyty
tylko 1-3 przedstawicieli danego gatunku Paramecium, co wigzato sie z brakiem mozliwosci
oceny zmiennos$ci wewnatrzgatunkowej) oraz brak spéjnosci (w kazdej pracy analizowano
inny fragment genomu, co uniemozliwiato wspdlng analize wynikdw uzyskanych dla réznych
gatunkéw). Dodatkowo powyzsze badania koncentrowaty sie gtownie wokot zespotu
Paramecium aurelia ztozonego z 15 gatunkdéw blizniaczych, ktére s3 morfologicznie
nierozréznialne, ale izolowane ptciowo i razem z Paramecium caudatum s3g najczesciej
wykorzystywane w badaniach naukowych. Z kolei pozostate gatunki Paramecium
pozostawaty dotychczas praktycznie niezbadane pod wzgledem zmiennosci genetyczne;.

W wielu przypadkach sekwencjonowanie wybranych fragmentéw genomu pozostaje
podstawowym narzedziem stuzagcym do wyznaczenia granic pomiedzy gatunkami
mikroorganizmow eukariotycznych (Caron i wsp., 2013). Ma to szczegdlnie znaczenie, gdy
przedmiotem badan sg morfologicznie nierozrdznialne gatunki blizniacze lub syngeny, przy
jednoczesnym braku szczepdw standardowych dla poszczegdlnych izolowanych rozrodczo
populacji.

Celem prezentowanego jednotematycznego cyklu prac byta ocena przydatnosci
kodu kreskowego DNA do identyfikacji gatunkowej i oceny bioréinorodnosci rodzaju
Paramecium, a takie oszacowania zmiennos$ci genetycznej pomiedzy i w obrebie gatunkéw

tego rodzaju.



Strategia, jaka realizowatem w prezentowanym osiggnieciu naukowym, byto
uzyskanie sekwencji homologicznych z moizliwie jak najwiekszej ilosci reprezentantow
kazdego gatunku Paramecium. Do badan wybrane zostaty dwa niezalezne fragmenty
genomu Paramecium tj. odcinek rybosomalnego DNA (ITS1-5.8S-ITS2-5’'LSU rDNA) oraz
fragment genu kodujgcego pierwszg podjednostke oksydazy cytochromowej (COI). Powyisze
markery sg obecnie najczesciej stosowane nie tylko u orzeskow, ale takze u innych Protista
(Pawtowski i wsp., 2012) jako tzw. kod kreskowy DNA. Uzycie przynajmniej dwoch
niezaleznych fragmentédw genomu zmniejsza ryzyko btedu spowodowanego wyborem
analizowanej sekwencji DNA (Dunthorn i wsp., 2011). W badaniach dotyczacych podrodzaju
Paramecium jako markera dodatkowego uzytem sekwencji genu mitochondrialnego
kodujgcego cytochrom b (CytB). Z kolei do amplifikacji fragmentu 5’'LSU zaprojektowatem
i opublikowatem startery do reakcji PCR, ktére z powodzeniem zastosowatem we wszystkich
gatunkach Paramecium. Pozostate oligonukleotydy zostaty zapozyczone z literatury.

Nalezy zwréci¢ uwage na fakt, iz dotychczas w obrebie badanego rodzaju orzeskéw
nie przeprowadzano tak kompleksowej i spdjnej analizy. W cyklu prac prezentowanym
przeze mnie jako giowne osiggniecie naukowe postepowania habilitacyjnego po raz
pierwszy przeprowadzitem analizy molekularne gatunkow dotychczas nie zbadanych pod
katem zmiennosci genetycznej (P. calkinsi, P. multimicronucleatum, P. putrinum). Ponadto
wykonatem bardziej szczegétowe badania gatunkéw P. jenningsi oraz zespotu P. aurelia.

Powyzisza strategia pozwolita po pierwsze porownaé¢ wyniki sekwencjonowania
z klasyfikacjg opartg na krzyzdéwkach (zespdét P. aurelia, P. jenningsi) i odpowiedziec¢
na pytanie czy zastosowane markery mogg stuzy¢ do identyfikacji syngenéw lub gatunkow
blizniaczych, a po drugie w przypadku gatunkéw bez szczepdw standartowych dla znanych
z literatury syngenow (P. calkinsi, P. multimicronucleatum, P. putrinum) data mozliwos¢
wstepnego pogrupowania badanego materiatu i ewentualnej, pdiniejszej weryfikacji
za pomocg krzyzéwek genetycznych.

Ocena zaleznosci filogenetycznych u jak najwiekszej liczby przedstawicieli
Paramecium w oparciu o powyzsze dwa fragmenty genomu, otwiera droge do dalszych,
bardziej szczegétowych badan z zakresu genetyki populacji, biogeografii mikroorganizmow
eukariotycznych oraz interakcji gospodarz (Paramecium) — endosymbiont (glony z rodzaju

Chlorella, bakterie z rodzajow Holospora, Caedibacter).



Materiat

Materiatem do przeprowadzonych przeze mnie analiz molekularnych byly zywe
kultury wszystkich opisanych do chwili obecnej gatunkéw Paramecium. Wiekszos¢ z nich
znajduje sie w kolekcji ISEZ PAN. Duzg czes¢ kolekcji stanowig kultury zespotu gatunkdw
P. aurelia (ponad 300 ze wszystkich kontynentéw z wyjgtkiem Antarktydy), P. jenningsi
(12 — s to wszystkie znane obecnie stanowiska), a takze kilka szczepow P. caudatum
i po jednym szczepie (jedyne opisane stanowiska) P. schewiakoffi oraz P. chlorelligerum.
Dzieki wspotpracy miedzynarodowej (Uniwersytet w Petersburgu) mogtem wtgczy¢ do badan
po kilkanascie-kilkadziesigt przedstawicieli P. calkinsi, P. multimicronucleatum, P. putrinum
oraz po 1-2 szczepy P. duboscqui, P. nephridiatum, P. polycaryum oraz P. woodruffi. We
wspotpracy krajowej (Uniwersytet Pedagogiczny w Krakowie) i miedzynarodowej

(Uniwersytet w Petersburgu) realizowatem badania dotyczgce P. bursaria.

Omowienie osiggnietych wynikéw

1. Przybos$ E., Tarcz S.>4, Pothekin A., Rautian M., Prajer M. 2012. A two-locus molecular
characterization of Paramecium calkinsi. Protist 163: 263-273 IF,01,= 4.140; MNiSW=35

Paramecium calkinsi (Woodruff, 1921) jest gatunkiem euryhalicznym, po raz pierwszy
zidentyfikowanym w siedliskach stodkowodnych, ale pdziniej izolowanym takze z wdd
brakicznych. Jako jedyny charakteryzuje sie ptywaniem w kierunku zgodnym
ze wskazéwkami zegara, co jest cechg diagnostyczng wyrdzniajacg ten gatunek sposrod
innych w rodzaju Paramecium. Posiada komérki o diugosci 110 do 140 um oraz
endosomalne mikrojagdra (1 do 5, zwykle 2). Zostat opisany z terenéw Ameryki Pétnocnej
(Woodruff 1921), Europy i Azji (Fokin 2001, 2004). Jednak szczepy z powyzszych lokalizacji
nie istniejg i z tego powodu nie byly wigczone do obecnych analiz. W obrebie P. calkinsi
opisano istnienie dwdch syngenéw (Wichterman 1986).

Obecna praca jest pierwsza oceng zmiennosci genetycznej szczepdw P. calkinsi
zebranych z odlegtych siedlisk z terenu Rosji w latach 2004-2010 (Ryc. 1). W analizie

fragmentu rDNA (Ryc. 4) wykazano, ze P. calkinsi stanowi monofiletyczny, ale zréznicowany



wewnetrznie klad. W przypadku fragmentu COIl, gdy do analiz wigczono uzyskane
z GenBanku sekwencje innych gatunkdéw podrodzaju Helianter stwierdzono, ze P. calkinsi
stanowi grupe polifiletyczng (Ryc. 5). Mimo réznic morfologicznych, bliskie pokrewienstwo
pomiedzy P. calkinsi, P. nephridiatum, P. polycaryum oraz P. woodruffi byto postulowane
wczesniej (Fokin i wsp., 2004). Otrzymane przez nas wyniki analiz molekularnych wskazuja,
ze jest to przyktad niekompletnego sortowania linii filogenetycznych w obrebie rodzaju
Paramecium (szczegétowe omoéwienie tego zjawiska przedstawitem w artykule nr 4). W celu
weryfikacji powyzszej hipotezy wymagana jest jednak kompleksowa analiza zaleznosci
pomiedzy P. calkinsi, P. nephridiatum, P. polycaryum oraz P. woodruffi z uzyciem
przynajmniej kilku-kilkunastu szczepow kazdego z powyzszych gatunkow, przy jednoczesnej
dokfadnej analizie morfologicznej oraz przeprowadzeniu krzyzéwek testowych.
Obserwowane dystanse genetyczne pomiedzy badanymi szczepami P. calkinsi sg
poréwnywalne z odlegtosciami pomiedzy syngenami u P. bursaria (rDNA) lub pomiedzy
gatunkami blizniaczymi P. aurelia (COI). Pomimo braku przeprowadzonych krzyzéwek
testowych stwierdzono, ze klady na drzewach filogenetycznych moga odzwierciedlac

syngeny lub rasy geograficzne w obrebie P. calkinsi.

2. Tarcz S. 4, Pothekin A., Rautian M., Przybo$ E. 2012. Variation in ribosomal and
mitochondrial DNA sequences demonstrates the existence of intraspecific groups in
Paramecium  multimicronucleatum  (Ciliophora,  Oligohymenophorea). Molecular
Phylogenetics and Evolution 63: 500-509 [F,q1,=4.066; MNiSW=30

Podobne zatozenie jak w przypadku P. calkinsi przedstawitem w pracy dotyczacej
wewnatrzgatunkowej zmiennosci Paramecium multimicronucleatum (Powers i Mitchell,
1910). P. multimicronucleatum charakteryzuje sie komdrkami w ksztatcie cygara o dtugosci
180 do 310 um. Nalezy wiec do najwiekszych w obrebie Paramecium. Cechga diagnostyczna
oprocz wielkosci komoérki jest obecno$¢ kilku (3 do 12, zwykle 4) pecherzykowatych
mikrojader. Pod wzgledem filogenetycznym zaliczany jest do podrodzaju Paramecium razem
z P. caudatum, P. schewiakoffi, P. jenningsi oraz zespotem gatunkdw P. aurelia. Wedtug
Sonneborna (1970) w obrebie tego gatunku mozna wyréznié cztery do pieciu syngendw.
Dotychczas opublikowano jednie kilka prac, w ktérych analizowano fragmenty DNA
uzyskane z 2 do 8 szczepdw (Barth i wsp., 2006, Striider-Kypke i Lynn, 2010). Prezentowane

przeze mnie wyniki badan s3 pierwszg analizg filogenetyczng ponad trzydziestu



przedstawicieli P. multimicronuclatum izolowanych z odleglych stanowisk (Tab. 1).
W powyizszej pracy zaprojektowatem i opublikowatem sekwencje starteréw do amplifikacji
zmiennego fragmentu 5’-konca genu kodujgcego duig podjednostke rDNA, ktéry razem
z fragmentem ITS1-5.8S-ITS2 zostat zastosowany przeze mnie réwniez w badaniach innych
gatunkdéw rodzaju Paramecium.

Obserwowana zmiennos$¢ (p = 0.025 dla rDNA i p = 0.082 dla COI) badanych sekwencji
DNA pomiedzy wyodrebnionymi grupami P. multimicronucleatum jest wieksza niz pomiedzy
piecioma syngenami P. bursaria (p = 0.015 dla rDNA i p = 0.063 dla COI).

W oparciu o wyniki badan innych gatunkéow Paramcium, na przyktad gatunku
P. bursaria, u ktérego obecnos¢ syngendéw zostata udowodniona przy pomocy krzyzéwek
genetycznych i analizy trzech fragmentéw DNA (II.A.15), uwazam ze uzyskane w obecnej
pracy wyniki (Ryc. 1,2) wskazuja, ze badane szczepy P. multimicronucleatum mogg nalezec
do kilku izolowanych rozrodczo grup. W celu ostatecznego potwierdzenia wskazane bytoby
przeprowadzenie krzyzdwek testowych i oznaczenie szczepéw standartowych dla kazdego

syngenu.

3. Przybo$ E., Tarcz S. >4, Prajer M., Surmacz M., Rautian M., Sawka N. 2012. Does high
intraspecific variability of two genome fragments indicate a recent speciation process of
Paramecium dodecaurelia (P. aurelia species complex, Ciliophora, Protozoa)? Systematic and
Biodiversity 10(3): 289-304 1F,01,=1.884; MNiSW=30

W powyiszej pracy wykazano, ze mimo duzego zrdznicowania genetycznego miedzy
odlegtymi populacjami P. dodecaurelia, s one zdolne do koniugacji. W oparciu o drzewa
filogenetyczne skonstruowane na podstawie fragmentéw rDNA i COI stwierdzono,
ze P. dodecaurelia nie tworzy kladu monofiletycznego w stosunku do innych gatunkéw
zespotu tj. P. primaurelia, P. tetraurelia, P. tredecaurelia, a takze gatunkéw taksonomicznych
P. jenningsi, P. schewiakoffi (Ryc. 4,5). Pomimo, ze wyniki klasyfikacji na podstawie
biologicznej i filogenetycznej definicji gatunku nie sg spdjne, to uwazam, ze w oparciu
o rezultaty krzyzéwek genetycznych (wysoka przezywalnos¢ pokolenia F; i F;)
P. dodecaurelia powinien by¢ traktowany jako odrebny gatunek. Uzyskane przez nas
rezultaty popierajg hipoteze, ze P. dodecaurelia jest gatunkiem polifiletycznym z szeregiem
haplotypow podobnych lub identycznych jak u innych gatunkéw zespotu P. aurelia.

Obecnos¢ w blisko spokrewnionych gatunkach identycznych haplotypéw przy jednoczesnym
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braku przeptywu gendéw jest charakterystyczna dla niedawno wyodrebnionych taksonéw
oraz okreslana mianem niekompletnego sortowania linii filogenetycznych (ang. incomplete
lineale sorting) (Avise i Ball, 1990). Takie zjawisko mogto mieé¢ miejsce takze w przypadku
P. dodecaurelia, u ktorego izolacja ptciowa nastgpita zanim rézne warianty badanych loci
(ITS1-5.85-1TS2-5’LSU i COI) zostaty kompletnie rozdzielone pomiedzy gatunki potomne
zespotu P. aurelia. Pomimo, ze wysoka zmiennos$¢ genetyczna u P. dodecaurelia byta
dotychczas intensywnie badana przy uzyciu réznych markeréw molekularnych (Il.A.3, 11.A.6)

jednak dopiero w powyzszej pracy zaproponowalismy wyjasnienie uzyskanych wynikow.

4. Tarcz S. >4, Przybo$ E., Surmacz M. 2013. An assessment of haplotype variation in
ribosomal and mitochondrial DNA fragments suggests incomplete lineage sorting in some
species of the Paramecium aurelia complex (Ciliophora, Protozoa). Molecular Phylogenetics
and Evolution 67: 255-265 1F,01,= 4.066; MNiSW=30

W celu oceny stopnia polimorfizmu gatunkdédw zespotu P. aurelia oraz mozliwosci
ich identyfikacji przeprowadzitem kompleksowa analize dwadch niezaleznych fragmentéw
genomu (rDNA i COl) u ponad 120 szczepéw nalezgcych do wszystkich 15 gatunkéw
blizniaczych zespotu P. aurelia. Wykazano w niej rézny stopien zmiennosci genetycznej
w obrebie poszczegélnych gatunkéw. W przeciwienstwie do powyzej omawianego
P. dodecaurelia, gatunki P. triaurelia, P. undecaurelia, P. tredecaurelia oraz P. quadecaurelia
stanowig klady monofiletyczne na skonstruowanych drzewach (Ryc. 1,2). Zasugerowatem,
ze wyjasnieniem obserwowanego monofiletyzmu mogg byé dwie hipotezy: po pierwsze,
sg to dobrze wyodrebnione gatunki z kompletnie rozdzielonymi liniami filogenetycznymi
dwdch analizowanych fragmentéw rDNA i COI, a po drugie, ze w badanej prébie nie wykryto
znacznie rdéznigcych sie haplotypdw, ktérych obecnos¢ spowodowataby, ze P. triaurelia,
P. undecaurelia, P. tredecaurelia oraz P. quadecaurelia nie stanowityby kladow
monofiletycznych na drzewie filogenetycznym P. aurelia.

W pozostatych gatunkach blizniaczych zespotu P. aurelia wykazano rézny stopien
niezgodnosci pomiedzy uzyskanymi haplotypami a wczesniejszymi wynikami klasyfikacji
w oparciu o krzyzowki genetyczne (Ryc. 1,2). Wedtug mojej opinii najbardziej
prawdopodobnym wyjasnieniem obserwowanej niezgodnosci moze by¢ niekompletne

sortowanie linii filogenetycznych fragmentéw rDNA i COI.
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Proces sortowania linii filogenetycznych zaktada, ze wszystkie haplotypy
charakterystyczne dla danego gatunku posiadajg wspdlny haplotyp ancestralny (Heckman
i wsp. 2007). Jezeli proces specjacji jest zakonczony to analiza jakichkolwiek sekwencji
homologicznych z dwdch poréwnywanych gatunkdéw, ktére uleglty dywergencji powinna
spetnia¢ kryterium wzajemnego monofiletyzmu (Kizirian i Donnelly, 2004). W przypadku
niekompletnego sortowania linii filogenetycznych wiele haplotypow w dzielgcej sie populacji
jest obecnych w dwédch lub wiecej gatunkach. Uzyskane przeze mnie rezultaty popierajg
hipoteze, o szybkiej i niedawnej specjacji w zespole gatunkdw blizniaczych P. aurelia. Proces
niekompletnego sortowania linii filogenetycznych jest znany takze poza orzeskami - opisano
go u odlegtych filogenetycznie organizméw na przyktad u muszki owocowej Drosophila
(Pollard i wsp., 2006), czy sosny Pinus (Willyard i wsp., 2009).

Z drugiej strony, obserwowane réinice miedzy wynikami analiz molekularnych
(filogenetyczna definicja gatunku) i wynikami uzyskanymi na podstawie krzyzowek
genetycznych (biologiczna definicja gatunku) moga sugerowaé niedawne procesy
hybrydyzacji i introgresji w zespole gatunkéw P. aurelia. Oba te procesy sg uwazane
za jedne z istotniejszych czynnikdw wptywajgcych na ewolucje organizméw (Mallet, 2007).
Badania przeprowadzane na organizmach wielokomdérkowych sugeruja wystgpienie tych
zjawisk u 10% gatunkdéw zwierzgt (Mallet 2005) oraz 25% gatunkow roslin (Schwenk i wsp.,
2008). W przypadku mikroorganizmoéw eukariotycznych informacje na ten temat sg obecnie
rzadko spotykane i dotyczg gatunkéw pasozytniczych na przyktad Trypanosoma cruzi
(Messenger i wsp., 2012). Poparciem dla hipotezy zaktadajgcej wystgpienie tych zjawisk
w zespole P. aurelia moze byé zdolnos¢ do wchodzenia w miedzygatunkowe reakcje ptciowe
przez niektore gatunki zespotu. Najsilniejsze opisano pomiedzy P. primaurelia i P. pentaurelia
oraz P. tetraurelia i P. octaurelia, jednak powstate w wyniku krzyzowek genetycznych
pokolenie F1 jest bezptodne (Sonneborn, 1975). Na skonstruowanych drzewach
filogenetycznych (Ryc. 1,2) P. primaurelia i P. pentaurelia tworzg klady siostrzane, z kolei
szczepy P. tetraurelia posiadajg bardzo podobne i nawet identyczne haplotypy jak
P. octaurelia. Obecno$¢ introgresji i hybrydyzacji w naturalnych populacjach Paramecium
nie moze by¢ wykluczona, jednak obecnie nie ma dowoddw na poparcie lub odrzucenie
powyzsze] hipotezy.

Uzyskane przeze mnie wyniki wskazujg ponadto, ze zmiennos$¢ fragmentu COI

w zespole P. aurelia jest najwieksza w poréwnaniu do innych gatunkéw Paramecium.

-12 -



Wyjasnieniem tak duzej zmiennosci genetycznej w obrebie P. aurelia jest wedtug Aury i wsp.
(2006), ostatni z trzech proceséw duplikacji genomu, ktéry nastgpit po rozdzieleniu linii
filogenetycznych prowadzacych do zespotu P. aurelia oraz do P. caudatum
i P. multimicronucleatum. W oparciu o analize drzew filogenetycznych rodzaju Paramecium
(Ryc. 3,4) wykazano, ze jedynie podrodzaje Paramecium i Chloroparamecium sg kladami
monofiletycznymi, a pozostate dwa tj. Cypriostomum i Helianter cechuje parafiletyzm (w tej

analizie nie uwzgledniono jeszcze podrodzaju Viridoparamecium Kreutz i wsp., 2012).

5. Przybo$ E., Tarcz S.0  2013. Three-locus analysis in conjunction with strain crosses
confirms the existence of reproductively isolated populations in Paramecium jenningsi (Diller
and Earl 1958). Systematics and Biodiversity 11: 507-523 |F,01,= 1.884; MNiSW=30

Paramecium jenningsi (Diller i Earl, 1958) nalezy do podrodzaju Paramecium razem
z zespotem gatunkdw P. aurelia, P. schewiakoffi, P. caudatum oraz P. multimicronucleatum
(Fokin i wsp., 2004). Jest rzadko spotykany, opisany z mniej niz 20 stanowisk (gtdwnie
ze strefy miedzyzwrotnikowej) znajdujgcych sie na obydwu podtkulach (Ryc. 1). Chociaz
bariera temperaturowa prawdopodobnie wptywa na zasieg wystepowania P. jenningsi, to
jego obecnos¢ odnotowano takze w Japonii na wyspach Honsiu i Okinawa.

W powyiszej pracy, w oparciu o wyniki krzyzowek genetycznych (Tab. 3)
i sekwencjonowanie trzech loci (ITS1-5.85-ITS2-5’LSU, COI, CytB) (Ryc. 4,5,6), wyodrebniono
u P. jenningsi trzy syngeny (PJ1, PJ2 i PJ3). W przeciwieristwie do poprzednich badan
(Skotarczak i wsp., 2004; Maciejewska 2006), dzieki zastosowanej przeze mnie strategii
badawczej po raz pierwszy poréwnano P. jenningsi z blisko spokrewnionym z nim
P. schewiakoffi i zespotem P. aurelia, na tle innych gatunkéw Paramecium (Ryc. 4,5,6,7).

W wyniku analizy wzajemnych zaleznosci filogenetycznych pomiedzy zespotem
gatunkéw wykazatem, ze P. aurelia i P. jenningsi sg taksonami parafiletycznymi, z wyjgtkiem
drzewa COI (Ryc. 5), na ktérym P. jenningsi stanowi klad monofiletyczny. Pomimo ze,
powyzsze taksony spetniajg kryteria odrebnych gatunkéw morfologicznych (wielkos¢
komorki, budowa aparatu jgdrowego) i biologicznych (brak zdolnosci do koniugacji),
nie mogy byé w petni wyodrebnione przy pomocy zastosowanych przez mnie trzech

fragmentéw genomu ITS1-5.85-ITS2-5’LSU, COI i CytB (Ryc. 7).
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Wyjasnieniem otrzymanych wynikébw moie by¢, podobnie jak w przypadku
niektérych gatunkow zespotu Paramecium aurelia, proces niekompletnego sortowania linii
filogenetycznych. W niniejszej pracy zwrdcitem uwage na fakt, iz powyisze zjawisko
wystepuje nie tylko u gatunkéw blizniaczych zespotu P. aurelia, ale takie pomiedzy
gatunkami réznigcych sie cechami morfologicznymi. Uzyskane wyniki popierajg hipoteze,
ze radiacja, ktéra nastgpita po ostatniej z trzech duplikacji genomu obejmowata nie tylko
zespot P. aurelia (jak sugeruje Aury i wsp., 2006), ale takie syngeny P. jenningsi

i P. schewiakoffi.

6. Tarcz S. >J, Rautian M., Potekhin A., Sawka N., Beliavskaya A., Nekrasova I., Przybos E.
2014. Paramecium putrinum (Ciliophora, Protozoa): The first insight into the variation of two
DNA fragments — Molecular support for the existence of syngens. Molecular Phylogenetics
and Evolution 73: 140-145 |Fyg1,= 4.066; MNiSW=30

Paramecium putrinum (Claparede i Lachmann, 1858) to stodkowodny gatunek
kosmopolityczny znany z terendw o klimacie zimnym lub umiarkowanym ze stref
Palearktycznej i  Nearktycznej. Prawdopodobnie nie  wystepuje w  strefie
miedzyzwrotnikowej. Jego komorki o ksztatcie waskim i jajowatym majg dtugosé¢ 80 do
140um, w zwigzku z czym P. putrinum nalezy do najmniejszych w obrebie rodzaju
Paramecium. Wedtug badan z lat siedemdziesigtych XX w. uwaza sie, ze w obrebie
P. putrinum istnieje 4 lub 5 syngendéw (Jankowski, 1972). Prezentowane przeze mnie
badania opierajg sie na 27 nowo oznaczonych na podstawie cech morfologicznych szczepow
P. putrinum zebranych z odlegtych stanowisk z terenu Palearktyki (Ryc. 1) (kolekcja zywych
kultur P. putrinum z lat 70 zagineta). Na uwage zastuguje fakt, ze jest to pierwsza ocena
genetycznej zmienno$ci wewnagtrzgatunkowej u P. putrinum. W celu przedstawienia
petniejszego obrazu zaleznosci filogenetycznych w obrebie tego gatunku badania poszerzono
o analize poréwnawczg sekwencji [TS1-5.85-ITS2-5’LSU, COI uzyskanych od blisko
spokrewnionych z nim P. bursaria i P. duboscqui.

Zastosowane dwa markery genetyczne (rDNA i COl) pokazaty (Ryc. 1a,1b),
ze P. putrinum stanowi grupe monofiletyczng i siostrzang w stosunku do P. duboscqui,
natomiast dtugosc¢ gatezi terminalnych prowadzacych do poszczegdlnych kladéw (Pu A, Pu B,
Pu C, Pu D, i Pu E) jest podobna do dtugosci gatezi prowadzacych do pieciu syngenow

u P. bursaria. Srednia zmiennoé¢ fragmentu COl wséréd badanych szczepéw P. putrinum
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(N =27, p-distance = 0.068) jest porownywalna do Sredniej zmiennosci pomiedzy syngenami
P. bursaria (N =26, p-distance =0.063) (ll.A.15). Z kolei srednia zmienno$¢ w obrebie
P. duboscqui (N =7, p-distance =0.034) jest znacznie nizsza i przypuszcza sie, ze w jego
obrebie istnieje tylko jeden syngen (Boscaro i wsp., 2012). Ponadto analiza sieci haplotypéw
skonstruowanych dla obydwu badanych fragmentéw genomu (Ryc. 2a,b) wykazata obecnos¢
pieciu grup oznaczonych Pu A, Pu B, Pu C, Pu D i Pu E. W zwigzku z tym zatozono,
ze poszczegolne haplogrupy reprezentujg pieé¢ izolowanych rozrodczo populacji
(syngendéw) P. putrinum. Przypuszczenia te potwierdzajg sie w oparciu o wstepne wyniki
krzyzowek genetycznych. Okazato sie, ze przedstawiciele dwoch populacji uzyskanych
z jeziora Chanka (daleki wschdd Rosji, Tab. 1) mogg naleze¢ do jednego syngenu (haplogrupa
Pu B). Podobnie mozliwy jest przeptyw gendéw pomiedzy szczepami BM 4-1 i BMK 3-2, (rejon
Morza Biatego, Rosja) (haplogrupa Pu C), czy szczepami z pétwyspu Kamczatka (haplogrupa
Pu E). Pozostate krzyzéwki daty wynik negatywny, ktéry oprécz braku przynaleznosci
do jednego syngenu moze takze oznaczaé¢ niedojrzatos¢ ptciowg lub nieodpowiedni typ
ptciowy ktoregos z testowanych szczepdw P. putrinum. W zwigzku z tym negatywny rezultat
krzyzowki genetycznej nie dowodzi braku przynaleznosci do okreslonego syngenu. Z punktu
widzenia dalszych badan krzyzéowki miedzysyngenowe sg rzadko spotykane — obserwowano
je tylko 3 razy na 113 badanych szczepdw syngenu 1 i 59 szczepdw syngenu 2 (Jankowski
1962). To wskazuje na prawie catkowitg izolacje rozrodczg syngendw u P. putrinum, ktére

jak uwazam, mogg w przysztosci zostaé podniesione do rangi gatunkdw blizniaczych.

Odrebnym zagadnieniem poruszanym przeze mnie w powyzszych publikacjach jest
biogeografia mikroorganizméw eukariotycznych. Obecnie ich wystepowanie w rdznych
typach nisz ekologicznych jest opisywane przez dwie hipotezy: ,Lkazdy gatunek
mikroorganizméw eukariotycznych z racji swoich rozmiaréw jest kosmopolityczny” (Finlay
i wsp., 2006.) oraz ,przynajmniej 30% gatunkdw mikroorganizméw ma charakter
endemiczny” tzw. ,umiarkowany endemizm” (Foissner 2008).

To wiasnie ten drugi model lepiej opisuje wystepowanie badanych gatunkdow
Paramecium. W kilku przebadanych gatunkach zaobserwowalismy obecnos¢ gatunkow
blizniaczych/syngenéw/haplogrup o zasiegu kosmopolitycznym, a takie endemicznym.
W obrebie zespotu P. aurelia (4) przyktadem gatunkdéw o szerokim zasiegu jest P. tetraurelia

(znany z terenéw Europy, Azji, obu Ameryk czy Australii), a wystepowanie endemiczne jest
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charakterystyczne dla P. undecaurelia (trzy stanowiska z Mississipi i Tekasu w USA).
W przypadku P. jenningsi (5) syngen PJ1 posiadat zasieg kosmopolityczny (Azja, Afryka
czy Ameryka Pétnocna), a syngen PJ2 jest znany tylko z jednego stanowiska w Indiach. Z kolei
u P. putrinum (6) szczepy nalezgce do haplogrupy Pu B byty izolowane ze zbiornikdéw
wodnych znajdujgcych sie zaréwno w Europie (Chorwacja) jak i na dalekim wschodzie Rosji
(pétwysep Kamczatka), a wystepowanie reprezentantow haplogrupy Pu C ograniczone byto
do niewielkiego obszaru nad Morzem Biatym (pdtnocna Rosja).

Ciekawym zagadnieniem poruszanym w prezentowanym cyklu prac jest sposob
rozprzestrzeniania i zasiedlania nowych ekosystemdw przez badane gatunki Paramecium.
Nie stwierdzono dotychczas istnienia cyst, ktére utatwiatyby bierne pokonywanie duzych
odlegtosci, w zwigzku z tym komdrka musi by¢ przeniesiona w niewielkiej ilosci wody.
W powyzszych artykutach zwrécono uwage na fakt, ze w obrebie jednego gatunku
identyczne haplotypy np. (ITS1-5.85-1TS2) posiadaty szczepy P. multimicronucleatum (2 - Ryc.
1) pochodzace z terenu Europy, Azji, Hawajéw czy Ameryki Potudniowej. To mogloby
sugerowac niedawne rozprzestrzenienie sie i kolonizacje nowych siedlisk przez jedng, duzg
populacje tego gatunku. Z kolei odmienng sytuacje zaobserwowano u P. putrinum, gdzie
na niewielkim obszarze potwyspu Kamczatka zidentyfikowano siedem haplotypéw COI/
nalezgcych do trzech z pieciu opisanych haplogrup (6 — Tab.1, Ryc. 2a,b). Otrzymane wyniki
wskazujg, ze obszar potwyspu Kamczatka moze by¢ miejscem, z ktorego populacje
P. putrinum rozprzestrzenialy sie na Palearktyke.

Istotnym problemem w badaniach biogeograficznych orzeskéw z rodzaju Paramecium
jest brak dokfadnych informacji na temat wystepowania zaréwno w skali globalnej
(wiekszos¢ danych pochodzi z terenu Palearktyki, natomiast poza pojedynczymi
stanowiskami pdtkula potudniowa jest niezbadana), jak i lokalnej (wystepowanie i zmiennos¢
genetyczna populacji w poszczegdlnych zbiornikach naturalnych).

Podsumowujac, zgtoszony przeze mnie jednotematyczny cykl oryginalnych
artykutéw naukowych jest obszernym opracowaniem, poruszajgcym zagadnienia zwigzane
nie tylko z przebiegiem specjacji w obrebie rodzaju Paramecium, ale takze dostarczajacym
wielu uzytecznych danych dla przysztych badan z zakresu biogeografii oraz badan
populacyjnych innych mikroorganizméw eukariotycznych. Co wiecej, trzy sposréd
przedstawionych prac nalezg do nielicznych, w ktérych wykorzystano trzy niezalezne metody

rozrdznienia blisko spokrewnionych taksondéw tj. krzyzédwki genetyczne (biologiczna definicja
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gatunku), analize budowy aparatu jgdrowego (morfologiczna koncepcja gatunku) oraz
sekwencjonowanie dwdch-trzech fragmentéw genomu (filogenetyczna koncepcja gatunku).
Takie podejscie daje mozliwos¢ otrzymania petniejszego obrazu wzajemnych zaleznosci
ewolucyjnych pomiedzy blisko spokrewnionymi gatunkami orzeskow.

Realizacja poszczegdlnych zadan badawczych w zakresie omawianych prac
prowadzona byta (oprdocz dziatalnosci statutowej Instytutu Systematyki i Ewolucji Zwierzat

PAN) w ramach trzech grantow:

1) Grant Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (numer N N303 415636) (2009 -
2011); tytut grantu: ,ldentyfikacja i okreslenie stopnia pokrewienstwa pomiedzy
gatunkami orzeskdw nalezagcych do zespotu Paramecium aurelia (Ciliophora,

Protozoa)”; kierownik grantu: dr Sebastian Tarcz

2) Grant luventus Plus Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (numer IP2011
055971) (2012 - 2014); tytut grantu: ,Ocena biordznorodnosci rodzaju Paramecium

w oparciu o kod kreskowy DNA”; kierownik grantu: dr Sebastian Tarcz

3) Grant OPUS Narodowego Centrum Nauki (numer 2012/05/B/NZ8/00387) (2013 -
2015); tytut grantu: ,Paramecium jenningsi - struktura gatunku i charakterystyka
syngendw w oparciu o krzyzéwki genetyczne, badania cytologiczne oraz analize

wybranych fragmentéw genomu”; kierownik grantu: prof. Ewa Przybos

Opublikowane w powyzszych pracach wyniki zostaty rdéwniez zaprezentowane
na miedzynarodowych i krajowych konferencjach naukowych. Badania wykonywane byty we
wspotpracy z naukowcami z innych jednostek krajowych (m.in. Instytutu Biologii
Uniwersytetu Pedagogicznego w Krakowie) oraz zagranicznych (m.in. Uniwersytetu

w Petersburgu).
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5. Omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych

5.1. Dziatalno$¢ naukowa przed uzyskaniem stopnia doktora

W czasie studiow (biotechnologia na Uniwersytecie Adama Mickiewicza w Poznaniu)
moje zainteresowania badawcze skupiaty sie na analizie zmiennosci fragmentédw DNA przy
pomocy technik biologii molekularnej. Na Ill roku studiow bratem udziat w projekcie
badawczym realizowanym w Pracowni Genetyki Nowotworéw Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu, polegajgcym na modelowaniu in-silico struktur
drugorzedowych mRNA gendéw, w ktorych ekspansja ciggdw tréjnukleotydowych odpowiada
za powstawanie szeregu chordb neurodegeneracyjnych u ludzi. W pracy magisterskiej,
pisanej pod kierunkiem prof. dr hab. Wtodzimierza Krzyzosiaka, zaprezentowatem wyniki
badan dotyczacych wystepowania polimorfizmu pojedynczego nukleotydu (ang. Single
Nucleotide Polymorphism, SNP) w mRNA genu IT15. Ekspansja ciggu powtodrzen
tréjnukleotydowych w tym genie powoduje wystgpienie plgsawicy Huntingtona. Uzyskane
wyniki byly czedcig wiekszego projektu, w ktéorym badano czestos¢ wystepowania réznych
wariantow nukleotydowych w poszczegdlnych miejscach polimorficznych u oséb zdrowych
i chorych na plasawice.

Od 2003 roku pracuje naukowo w Instytucie Systematyki i Ewolucji Zwierzat PAN
w Krakowie, w ktéorym w ramach Miedzynarodowego Studium Doktoranckiego Nauk
Przyrodniczych PAN rozpoczatem badania nad zmiennoscig genetyczng orzeskdw nalezgcych
do zespotu gatunkdéw blizniaczych Paramecium aurelia.

W powyzszych analizach stosowatem metody biologii molekularnej oparte na reakcjach
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PCR (ang. Polymerase Chain Reaction) tj. Analize Losowo Amplifikowanego Polimorficznego
DNA (ang. Random Amplfied Polymorphic DNA, RAPD), ocene Polimorfizmu Dtugosci
Fragmentéw Restrykcyjnych (ang. Restriction Fragment Lenght Polymorphism, RFLP) oraz
zmodyfikowang technike RFLP, zwang ARDRA (ang. Amplified Ribosomal DNA Restriction
Analysis), czyli trawienie enzymami restrykcyjnymi uprzednio amplifikowanego fragmentu
DNA kodujgcego podjednostki rybosomowe.

Przy pomocy technik RAPD i ARDRA wykazatem istnienie polimorfizmu fragmentow
DNA u pieciu szczepow P. septaurelia pochodzacych z delty Wotgi (Rosja) oraz Alabamy
(USA) (IILA.1), a takze u P. novaurelia, u ktérego technika RAPD wykazata duzg zmiennos¢
genetyczng pomiedzy badanymi szczepami (1l.A.2). Analizy RAPD, RFLP oraz ARDRA,
przeprowadzane przez nasz zespot, ktdrych wyniki czesciowo opracowywatem, zastosowano
u dwunastu gatunkéw zespotu P. aurelia. Pozwolity one na wyciaggniecie petniejszych
whnioskéw dotyczgcych zmiennosci genetycznej w obrebie catego zespotu oraz ustalenie
dalszych planéw badawczych (II.A.5). WykazaliSmy, Zze poszczegélne gatunki blizniacze
cechujg sie réznym stopniem polimorfizmu genetycznego. Wszystkie zastosowane metody
molekularne wykazaty, ze w obrebie zespotu P. aurelia mozna wyrdznié trzy grupy, ktére
odzwierciedlajg podziat ze wzgledu na sposéb dziedziczenia typow ptciowych. Gatunkiem,
na ktéry zwrociliSmy szczegdlng uwage jest P. dodecaurelia. Cechowat sie on najwiekszym
polimorfizmem genetycznym w obrebie zespotu.

Kolejne moje zadanie badawcze (Il.A.3), byto zwigzane wtasnie z tym gatunkiem
i dotyczyto jego charakterystyki molekularnej w oparciu o analize poréwnawczg dwdch
fragmentow rDNA: 3'SSU rDNA-ITS1 (210pz) oraz 5’LSU rDNA (350pz). Wartym podkre$lenia
jest fakt, ze w 2006 roku byty to jedne z pierwszych analiz sekwencji DNA u Paramecium
i pierwsze, ktéore mialy na celu ocene zmiennosci wewnatrzgatunkowej u badanych
gatunkow blizniaczych zespotu P. aurelia. Bazujagc na sekwencjach z Banku Gendéw (ang.

GenBank www.ncbi.nlm.nih.gov) zaprojektowatem czesc¢ starteréw (l.A.3, Tabela 2) uzytych

do amplifikacji wyzej wymienionych fragmentédw DNA. Uzyskane przez nas wyniki pokazaty
znaczng zmiennos$¢ sekwencji u P. dodecaurelia (6 badanych szczepdéw), brak polimorfizmu
u P. tredecaurelia (2 szczepy) oraz niewielkg zmienno$¢ miedzy dwoma szczepami
P. quadecaurelia — 3 substytucje nukleotydowe we fragmencie 5’LSU. Wykazatem ponadto,
ze zmienno$¢ fragmentu duzej podjednostki rDNA (5’LSU) jest wieksza niz w przypadku

czesto stosowanego fragmentu ITS1 (ang. Internal transcribed Spacer 1). Zastosowanie
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fragmentu 5’LSU rDNA pozwolito na odrdznienie trzech badanych w powyzszej pracy
gatunkdw blizniaczych. W zwigzku z tym zaproponowatem uzycie zmiennego fragmentu
5’LSU rDNA jako markera genetycznego zarowno w zespole gatunkéw P. aurelia jak i w catym
rodzaju Paramecium. Dodatkowo uzyskane sekwencje 5 LSU rDNA pozwolity na wstepne
testowanie hipotez dotyczgcych biogeografii P. dodecaurelia. Stwierdzilismy, ze najbardziej
odlegty genetycznie i geograficznie jest szczep z Hawajow (HHS), a szczepy europejskie (G, IE
i TR) tworzg grupe monofiletyczng na drzewach skonstruowanych w oparciu o analize
poréwnawczg fragmentu 5° LSU rDNA.

Jednak owczesnym gtownym celem moich badan, a jednoczesnie tematem pracy
doktorskiej, byta analiza zmiennosci wewnatrzgatunkowej u P. novaurelia (Beale i Schneller,
1954). Jest to gatunek o duzych mozliwosciach adaptacyjnych do $srodowiska. Dotychczas
znany byt wyfacznie na kontynencie europejskim, gdzie wystepuje najczesciej (z wyjgtkiem
jednego stanowiska w azjatyckiej czesci Turcji). Drugie pozaeuropejskie stanowisko tego
gatunku (Boston, USA) stworzyto mozliwos¢ sprawdzenia, czy izolacja geograficzna wptywa
na zwiekszenie roéznic w badanych sekwencjach (ll.LA.4). Oprécz dwodch uzytych
w poprzedniej publikacji markeréw genetycznych, do analiz wigczytem po raz pierwszy
fragment genu mitochondrialnego kodujgcego pierwszg podjednostke oksydazy
cytochromowej (COI). Byta to druga praca (po Barth i wsp., 2006), w ktérej wykazano duzo
wieksza zmiennos¢ tego fragmentu u Paramecium nawet przy jednoczesnym braku

polimorfizmu analizowanych fragmentéw rybosomalnych (1.A.4, Tabela 3a, 3b).

5.2. Dziatalnos¢ naukowa po uzyskaniu stopnia doktora

Wyniki z pracy doktorskiej opublikowatem w postaci jednego artykutu (1I.A.16). Byly
to pierwsze badania zmiennosci genetycznej 25 szczepow w obrebie jednego z gatunkéw
blizniaczych zespotu P. aurelia. Przeprowadzona przeze mnie analiza trzech fragmentow
genomu tj. ITS1-5.85-ITS2, 5’LSU rDNA oraz COl mtDNA wykazata, ze obserwowana
zmiennos$¢ wewnatrz P. novaurelia jest poréwnywalna do zmiennosci w obrebie catego
zespotu P. aurelia. Wczesniejsze badania (Hori i wsp. 2006) sugerowaty, ze P. novaurelia
nalezy do gatunkéw o umiarkowanym stopniu kojarzenia krewniaczego (dtuzszy okres

niedojrzatosci ptciowej), a to z kolei moze sie przektadaé sie na rozszerzenie jego zasiegu.
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Mimo, to zasugerowatem w pracy, ze P. novaurelia ma zasieg ograniczony tylko do Europy,
a szczep opisany poprzednio (1l.A.4) z Potnocnej Ameryki mogt by¢ tam zawleczony.

W prowadzonych przez nasz zespot badaniach bylem osoby odpowiedzialng
za zastosowanie markerow molekularnych do oceny zmiennosci genetycznej i identyfikacji
gatunkdw z zespotu Paramecium aurelia. Kolejne artykuty, w ktérych bytem wspdtautorem,
koncentrowaty sie na analizach molekularnych poszczegdlnych gatunkéw zespotu.

W trzech przypadkach tj. P. dodecaurelia (11.A.6), P. tetraurelia (11.A.8), P. octaurelia
(IILA.9) oprécz ujawnionego rdéinego stopnia polimorfizmu wewnatrzgatunkowego
wykazatem, ie na drzewach filogenetycznych badane gatunki nie stanowig kladéw
monofiletycznych. Pomimo tego ,odlegte” filogenetycznie szczepy posiadaty zdolnosc
do koniugacji w obrebie jednego gatunku blizniaczego. W przypadku wynikdéw uzyskanych
dla P. tetraurelia (11.A.8) i P. octaurelia (11.A.9) brak wzajemnego monofiletyzmu prébowano
wyjasnic¢ przy pomocy obecnosci w obydwu gatunkach tego samego (cytoplazmatycznego)
sposobu dziedziczenia typdw piciowych oraz zdolnosci do wchodzenia w reakcje piciowe
jednak bez prawdziwe] koniugacji (tj. wymiany mikrojgder).

Z kolei odmienng sytuacje zaobserwowalismy u innych gatunkéw tj. P. tredecaurelia
(IILA.19), P. quadecaurelia (I1.A.17) oraz P. sonneborni (1l.A.21), z ktérych kazdy, pomimo
roznego stopnia zmiennosci wewnatrzgatunkowej, charakteryzowat sie monofiletyzmem
w obrebie badanych szczepéw. Fakt ten pozwolit mi w pierwszej kolejnosci sklasyfikowac
nowe szczepy Paramecium aurelia do powyiszych gatunkdw w oparciu o markery
molekularne (ITS1-5.85-ITS2-5-LSU rDNA, COI, CytB). Dopiero pdzniej mozliwa byta
weryfikacja uzyskanych wyniki przy pomocy krzyzowek genetycznych. Dodatkowg wartoscia
tych prac jest fakt, ze dotyczg one gatunkéw ,rzadkich”, opisywanych dotychczas tylko
z jednego do dwadch stanowisk gtdwnie ze strefy tropikalnej, stabo zbadanej pod wzgledem
zasiegu i wystepowania gatunkow z rodzaju Paramecium.

W przypadku P. tredecaurelia (11.A.19) oraz P. sonneborni (1I.A.21) ujawniliSmy brak
lub niewielkg (do 6 miejsc polimorficznych) zmiennos$¢ analizowanych fragmentéw genomu,
co w potaczeniu z pochodzeniem badanych szczepdéw (Meksyk, Tajlandia, Francja,
Madagaskar dla P. tredecaurelia oraz USA, Cypr dla P. sonneborni) mogtoby wskazywac
na fakt, ze populacje obydwu tych gatunkéw byly bardzo mate, a ich obecne
rozprzestrzenienie nastgpito stosunkowo niedawno. Innym wyjasnieniem uzyskanych przez

nas wynikow moze by¢ wysoka presja selekcyjna warunkowana temperaturami panujgcymi
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w danym siedlisku (w tym przypadku strefa miedzyzwrotnikowa), ktéra prowadzi
do zredukowanej zmiennosci wewnatrzgatunkowej (Sung i wsp., 2012).

W przeciwienstwie do dwoch powyzszych gatunkéw (11.A.19, 1I.A.21), trzeci z nich
P. quadecaurelia (11.A.17) pomimo, ze tworzy grupe monofiletyczng wobec innych gatunkéw
zespotu P. aurelia, charakteryzuje sie zréoznicowaniem genetycznym wiekszym niz pomiedzy
niektorymi gatunkami zespotu na przyktad pomiedzy P. primaurelia i P. pentaurelia.
Zasugerowalismy, ze tak znaczne zrdznicowanie wewnatrzgatunkowe oraz duze dystanse
dzielgce poszczegdlne populacje P. quadecaurelia (Ekwador, Namibia, Tajlandia, Australia)
mogg prowadzi¢ w przysztosci do ich podziatu na izolowane genetycznie linie.

Wykorzystanie homologicznych fragmentéw DNA uzyskanych z jak najwiekszej liczby
przedstawicieli poszczegdlnych gatunkdéw Paramecium pozwolito po raz pierwszy na ocene
zaleznosci filogenetycznych P. sonneborni oraz pozostatych gatunkéw nalezgcych do zespotu
P. aurelia, jak réwniez blisko spokrewnionych gatunkéw P. jenningsi i P. schewiakoffi
(11.A.21). Uzyskane wyniki analiz opartych nie tylko na podstawie danych molekularnych
(filogenetyczna definicja gatunku), ale takze krzyzowek genetycznych (biologiczna definicja
gatunku) oraz preparatéw cytologicznych (morfologiczna definicja gatunku) pozwolity nam
na postawienie pytania: czy P. sonneborni powinien by¢ zaliczany do zespotu P. aurelia?
Skonstruowane drzewa filogenetyczne pokazaty, ze P. sonneborni wtgczony na podstawie
cech morfologicznych przez Aufderheide i wsp. (1983) do zespotu P. aurelia tworzy klad
monofiletyczny razem z P. jenningsi i P. schewiakoffi a jednoczes$nie odrebny
od pozostatych gatunkéw zespotu P. aurelia. Wyjasnieniem powyzszych niezgodnosci
zajatem sie szerzej w jednej z publikacji wchodzgcych w sktad osiggniecia naukowego (4).

Naturalng konsekwencjg prowadzonych przeze mnie analiz molekularnych byto
rozszerzenie ich na inne gatunki rodzaju Paramecium. Jednym z nich jest P. bursaria, ktéry
najwczesniej wyodrebnit sie z rodzaju Paramecium (Fokin i wsp., 2004) i podobnie jak
w przypadku wiekszosci gatunkdéw nalezgcych do rodzaju opisano w nim obecnos¢ syngenéw
(Bomford 1966). Wyjatkowg cechg tego gatunku jest obecnos¢ we wnetrzu komorki
symbiotycznych glonéw z rodzaju Chlorella. Wstepne analizy molekularne 10 szczepéw
P. bursaria w oparciu o techniki RAPD, ARDRA wykazaty znaczne zréznicowanie genetyczne
(wieksze niz w obrebie zespotu P. aurelia), a skonstruowane przez nas drzewo fragmentu
ITS1-5.85-ITS2 pokazato istnienie odrebnych kladéw (ll.A.10). Zasugerowali$my,

ze poszczegdlne klady mogg odpowiadaé¢ réinym syngenom. Jednak dopiero wykonanie
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przez naszych kolegéow z Petersburga testdw koniugacyjnych pomiedzy poszczegdlnymi
szczepami P. bursaria dato mozliwo$¢ wyodrebnienia izolowanych rozrodczo grup.

Moim zadaniem w powyzszym projekcie byta charakterystyka molekularna
26 nowo zebranych szczepdow P. bursaria. W zwigzku z faktem, ze nie ma obecnie
poprzedniej kolekcji, na podstawie ktérej wyodrebniono 6 syngendw (Bomford, 1966), nie
byto mozliwosci uzyskania i bezposredniego pordéwnania danych molekularnych. We
wspolnej publikacji (11.A.15) zaproponowalismy nowg numeracje dla pieciu syngendw, ich
opis oraz wprowadzenie nowej kolekcji standardowej P. bursaria (przechowywanej na
Uniwersytecie w Petersburgu). Jest to tym wazniejsze, ie oprdécz opisania nowych
syngendw (gatunkéw kryptycznych) po raz pierwszy przedstawiono ich charakterystyke
molekularng w oparciu o trzy niezalezne loci tj. ITS1-5.85-ITS2-5-LSU rDNA, CO/ mtDNA
i fragment genu kodujgcego podjednostke histonu H4. Skonstruowane na podstawie
powyzszych markeréw drzewa filogenetyczne wykazaty, Zze poszczegdlne klady
odzwierciedlajg podziat na syngeny. W zwigzku z tym nasze badania pokazaty uzytecznos¢
powyiszych fragmentow DNA jako narzedzi stuigcych identyfikacji nierozréznialnych
morfologicznie a izolowanych rozrodczo populacji w obrebie P. bursaria.

Podobnie jak w przypadku zespotu gatunkéw P. aurelia stwierdziliémy, ze niektére
z syngendéw charakteryzujg sie szerokim a inne ograniczonym zasiegiem. Syngeny
kosmopolityczne tj. R1 i R2 byty izolowane ze zbiornikdw wodnych od Wielkiej Brytanii
do Syberii, a syngen R3 zasiedla ekosystemy na wschodzie Rosji, w Chinach oraz na terenie
USA. Z kolei syngen R4 jest ograniczony do terytorium Ameryki Pétnocnej, a syngen R5 jest
znany z tylko z dwdch stanowisk w europejskiej czesci Rosji: z okolic Petersburga i delty

Wotgi (1I.A.15).

Zmiennos¢ genetyczna orzeskow z rodzaju Paramecium pochodzacych z jednego zbiornika
wodnego

Informacje na temat przestrzennej i sezonowej zmiennosSci genetycznej
mikroorganizméw jednokomadrkowych zasiedlajacych niewielki akwen sg stosunkowo rzadko
spotykane (Barth i wsp., 2008a). W celu zbadania tego zagadnienia w zespole Paramecium
aurelia zastosowalismy jako markery trzy fragmenty DNA (ITS1-5.85-ITS2-5 LSU rDNA, COI,
CytB). Do badan wybrano dwa zbiorniki wodne znajdujgce sie na terenie Krakowa tj. sztuczny

- w $rédmiejskim parku oraz naturalny - usytuowany na obrzezach miasta. W ciggu dwédch
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lat, w réznych porach roku pobierano probki wody ze Scisle okreslonych miejsc. Nastepnie
izolowano z nich orzeski, oznaczano gatunek w oparciu o cechy budowy morfologicznej oraz
krzyzéwki genetyczne. Mojg rolg byfa charakterystyka molekularna wyizolowanych
szczepow.

W sztucznym stawie (osuszanym na okres zimowy) wykryto obecnos¢ dwdch
gatunkow blizniaczych z zespotu P. aurelia tj. P. dodecaurelia (II.A.7) w latach 2006-2007
oraz P. pentaurelia (11.A.13) w roku 2005 i 2008. W oparciu o analize poréwnawczg badanych
markeréw molekularnych stwierdzilismy nie tylko brak zmiennosci wewnatrzgatunkowej,
ale takze miedzygatunkowej tj. obecnos¢ identycznych haplotypéw w obydwu badanych
taksonach. Uzyskane wyniki mogtyby wskazywa¢ na moiliwos¢ przeptywu genow
pomiedzy gatunkami blizniaczymi zasiedlajagcymi ten sam ekosystem. Pomimo,
ze w warunkach laboratoryjnych stwierdza sie brak zdolnosci do koniugacji miedzy réznymi
gatunkami blizniaczymi, nie mozina wykluczyé tego typu proceséw zachodzacych
w naturalnych siedliskach. Drugim wyjasnieniem obserwowanych wynikéw moze by¢
zjawisko niekompletnego sortowania linii filogenetycznych, opisane szerzej w osiggnieciu
naukowym (4). Co wazne, pantofelki z badanego stawu posiadaty identyczne haplotypy
jak pantofelki zebrane z europejskiej czesci Rosji. To mogtoby sugerowaé szerokie
rozprzestrzenienie i stosunkowo szybka kolonizacje nowych ekosysteméw przez dang
populacje orzeskéw (I.A.7, 1I.LA.13). Zidentyfikowane gatunki Paramecium cechujg sie
stosunkowo duzym zasiegiem wystepowania, co wskazywatoby na ich kosmopolityczny
charakter (Finlay i wsp., 2006).

Analiza prébek wody z naturalnego zbiornika wodnego wykazata obecnos¢ pieciu
gatunkdéw z zespotu Paramecium aurelia (oznaczonych za pomocg krzyzéwek genetycznych
i markeréw molekularnych) (Il.LA.14). Wiekszo$¢ ze zidentyfikowanych gatunkow
tj. P. biaurelia, P. triaurelia, P. tetraurelia, P. pentaurelia nie wykazywata rdznic
wewnatrzgatunkowych ~w  obrebie  badanych  fragmentéw  DNA.  Zmiennos$¢
wewnatrzgatunkowg, zaréwno przestrzenng jak i sezonowg, stwierdzono jedynie
u P. dodecaurelia, u ktérego zidentyfikowatem obecnos$é¢ trzech réinych wariantéw
fragmentu CytB. Mozna to wyttumaczy¢ faktem zasiedlania stawu przez nowe populacje
P. dodecaurelia zawleczone przez ptactwo wodne (obecnos¢ kaczek, tabedzi czy perkozow
w badanym stawie) z innych akwendéw. Drugim, mniej prawdopodobnym wyjasnieniem,

jest szybka mutacja fragmentu CytB u tego gatunku, u ktdrego ponadprzecietna zmiennos$é
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genetyczna byta opisywana w poprzednich pracach (Barth i wsp., 2008a,b). Pomimo
sympatrycznego wystepowania w badanym stawie pieciu gatunkéw zespotu P. aurelia,

nie stwierdzono identycznych haplotypéw obecnych w wiecej niz jednym taksonie (11.A.14).

Taksonomia rodziny Tortricidae (zwdjkowate)

Odrebnym wynikiem moich badaid z zastosowaniem analiz DNA, nie zwigzanym
z orzeskami, sg publikacje dotyczgce wystepujgcych na catym swiecie motyli z rodziny
Tortricidae. Dotychczas opisano prawie 10000 gatunkéw, z ktérych duza liczba nie ma jasno
okreslonej pozycji taksonomicznej. Jednak ogromna ich liczba to synonimy. Okoto potowa
gatunkéw znana jest z pojedynczych okazéw, wiekszo$s¢ z nich pochodzi z tropikow.
Systematyka Tortricidae jest oparta na cechach morfologicznych postaci dorostych
osobnikéw (imago) oraz budowie ich genitalidw. Mimo to zaliczenie wielu gatunkéw
do poszczegdlnych plemion a nawet rodzajéw jest watpliwe. Techniki analiz DNA sg nadal
rzadko stosowane w systematyce Tortricidae. Wiekszos$¢ opublikowanych dotychczas badan
dotyczy zmiennosci populacyjnej gatunkdw waznych z punktu widzenia gospodarki. Wiele
z nich jest szkodnikami — np. gasienice rodzaju Cydia, ktdre powodujg robaczywienie
owocow.

W prezentowanych badaniach sprawdzatem przydatnos¢ sekwencji genu COI
do wstepnych analiz majagcych na celu udoskonalenia systematyki Tortricidae.
We wszystkich opublikowanych przez nasz zespét publikacjach po raz pierwszy
zastosowano techniki sekwencjonowania DNA dla analizy zmiennosci genetycznej
badanych taksonow. Uzyskane wyniki razem ze wczesdniejsza wiedzg morfologiczna
pozwolity na weryfikacje i synonimizacje rodzajéw Croesia i Phylacophora w plemieniu
Tortricini (II.LA.12), czy synonimizacje plemion Endotheniini (rodzaj Endothenia) z Bactrini
(rodzaj Bactra) (11.D.1).

Ponadto, w oparciu o cechy morfologiczne i molekularne, wykazalismy przynaleznosc¢
neotropikalnego rodzaju Orthocomotis do plemienia Euliini (11.A.18). W ostatnim artykule,
na podstawie danych morfologicznych oraz przeprowadzonej przeze mnie analizy
molekularnej fragmentu genu COI (11.A.20), stwierdziliSmy odrebnos¢ plemienia Enarmoniini
od plemion Olethreutini, Eucosmini i Grapholitini.

Podsumowujac, potgczenie analiz molekularnych opartych nawet na jednym fragmencie

DNA razem z danymi morfologicznymi powinno utatwi¢ klasyfikacje systematyczng tej stabo
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zbadanej rodziny Microlepidoptera. Uzyskane wyniki dajg potencjalng mozliwos¢ identyfikacji
licznych gatunkéw dymorficznych. Dotychczas takie stwierdzenia byty mozliwe tylko drogg
hodowli z jaj uzyskiwanych od samic przy zupetnym braku wiedzy o ich roslinach
zywicielskich (préby na sztucznych pozywkach). Ponadto proponowane przez nas analizy
mogg w przysztosci by¢ stosowane do szybkiej identyfikacji szkodnikéw np. w tropikalnym

lesSnictwie i sadownictwie.

Omowienie pracy dydaktycznej, organizacyjnej i dziatalno$ci popularyzatorskiej

Pomimo, ze dydaktyka nie byta istotnym elementem mojej dziatalnosci, to w ramach
edukacji akademickiej prowadzitem zajecia z zakresu technik biologii molekularnej oraz
mikrobiologii.

Na Uniwersytecie Rzeszowskim (Zamiejscowy Instytut Biotechnologii Stosowanej
i Nauk Podstawowych UR w Weryni) byt to fakultatywny cykl ¢wiczen dla | roku
biotechnologii zatytutowany ,Wprowadzenie do technik biologii eksperymentalnej”,
realizowany w ramach projektu ,Studenci kierunku Biotechnologia akceleratorem
Gospodarki Opartej na Wiedzy”. Celem opracowanych przeze mnie zaje¢ byto zapoznanie
studentdow z podstawowymi technikami stosowanymi w biologii molekularnej,
a ich dokumentacjg byt napisany przeze mnie skrypt pod tytutem: ,Wprowadzenie do
biologii eksperymentalne;j”.

Drugi przedmiot, ,Podstawy mikrobiologii z immunologig”, byt prowadzony przeze
mnie dla studentéw Il roku biologii oraz Il roku chemii w Instytucie Biologii Uniwersytetu
Pedagogicznego w Krakowie. W ramach wyktadéw i ¢wiczen, oprdcz zagadnien typowo
mikrobiologicznych, studenci zapoznali sie miedzy innymi z technikami identyfikacji bakterii
w oparciu o analize polimorficznych fragmentéw DNA.

Jestem promotorem pomocniczym pracy doktorskiej mgr Natalii Sawki zatytutowanej
»Molekularne mechanizmy determinacji typdéw piciowych u wybranych gatunkéw
Paramecium aurelia”. Ponadto bytem opiekunem praktyk studenckich pani Anny Radlickiej -
studentki Il roku biologii na Uniwersytecie Jagielloriskim.

Od 2009 roku kieruje Pracownig Technik Molekularnych ISEZ PAN, w ktérej jestem
odpowiedzialny za organizacje pracy badawczej oraz prowadzenie dokumentacji

administracyjnej i finansowej zwigzanej z dziatalno$cig laboratorium. W roku 2011 zostatem
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wybrany na sekretarza Rady Naukowej Instytutu Systematyki i Ewolucji Zwierzat i funkcje te
petnie do chwili obecnej.

Bratem udziat w organizacji imprez naukowych (Noc Biologéw, Festiwal Nauki)
wspotorganizowanych przez ISEZ PAN, ktére miaty na celu zainteresowanie uczestnikéw,
w tym gtéwnie dzieci i miodziezy gimnazjalnej, biologig pantofelkéw oraz zastosowaniem
technik biologii molekularnej w identyfikacji organizméw. Wspétorganizowatem réwniez , VI
Sympozjum Polskiego Towarzystwa Taksonomicznego” w Ojcowie (17-20 czerwca 2006) oraz
»Fifth Meeting of the GDRE Paramecium Genomics” w Krakowie (5-8 grudnia 2009).
Kilkukrotnie recenzowatem artykuty do czasopism znajdujgcych sie w bazie Journal Citation
Reports - Protist, Folia Biologica (Krakéw), Molecular Biology Reports.

Uzyskane w trakcie prowadzonych przeze mnie analiz molekularnych sekwencje
fragmentéw DNA zostaly przeze mnie zdeponowane w postaci 824 rekordéw (stan na

30.05.2014) na stronie GenBanku (www.ncbi.nlm.nih.gov).
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Szczegdtowy wykaz dotychczasowych osiggnieé naukowych, dydaktycznych i organizacyjnych przedstawitem
w zataczniku 6.
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