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UWAGI WSTEPNE

Wybrane elementy uwzgledniajace zmienno$¢ genetyczna regionu kontrolnego
mitochondrialnego DNA (mMtDNA-cr) u tosi w Polsce zostaty wczesniej opublikowane.
W pracy Swistocka i wsp. (2008) przedstawitam wyniki odnoszace si¢ do zmiennosci
w MtDNA-cr u 45 tosi: 39 osobnikow z doliny Biebrzy, 3 z Narwianskiego Parku Narodowego
oraz po jednym z Puszczy Knyszynskiej, Piskiej 1 Kampinoskiego Parku Narodowego.
Zidentyfikowatam cztery warianty mtDNA-cr: H1, ktory wystapit tylko w populacji w dolinie
Biebrzy oraz finskie haplotypy H2, H3 i H4. Osobiscie wykonatam analizy sekwencjonowania,
opracowatam wyniki i pisatam wspoélnie z promotorem maszynopis pracy.

W pracach Swistocka i wsp. (2009, 2013b) oszacowatam zroznicowanie genetyczne
w MtDNA-cr migdzy biebrzanska populacja tosi (N = 39), a sasiadujaca z nia populacja
w Puszczy Augustowskiej (N =21). Wartos$¢ zroznicowania genetycznego Pst (0,674)
pozwolita mi wnioskowa¢, ze nawet populacje losi, ktore pozostaja ze soba w geograficznej
taczno$¢, moga wykazywac silnie ograniczony przeplyw gendéw w linii zenskiej. W obu tych
pracach, z ktorych druga byta popularno-naukowa, wykonatam samodzielnie analizy
sekwencjonowania, pod opieka promotora opracowatam wyniki i pisatam maszynopisy.

Zmienno$¢ genetyczna w mtDNA-cr u 377 tosi pochodzacych z siedmiu populacji:
dolina Biebrzy, Puszcza Augustowska i Knyszynska, Nadlesnictwo Srokowo, Kampinoski
i Poleski Park Narodowy oraz Kompleks Gostyninsko-Wtoctawski opublikowatam w pracy
Swistocka i wsp. (2013a). W oparciu o 12 wariantéw mtDNA-cr zidentyfikowanych w badanej
probie tosi potaczonych z czterema haplotypami cytochromu b mtDNA skonstruowatam
drzewo powiazan filogenetycznych u tosi w Polsce. W obrebie haplogrupy Europejskiej tosi
zidentyfikowatam klad Centralna Europa oraz jego trzy gal¢zie: Biebrza, Polesie
1 Fennoscandia. W pracy tej opublikowatam réwniez zmienno$¢ u samcow tosi w odcinku
DBY14 zlokalizowanym na chromosomie Y, w ktorym wykrytam cztery warianty genetyczne
tego genu. W tym przypadku rowniez samodzielnie wykonatam wszystkie analizy z zakresy

biologii molekularnej, opracowatam wyniki oraz pod opieka promotora pisatam maszynopis.

Dane uzyskane z analiz mtDNA-cr w pozostatych, uwzglednionych w niniejsze;j
rozprawie populacjach tosi w Polsce nie zostaly jeszcze opublikowane, podobnie jak

zmienno$¢ genu MHC 11 DRB oraz w 11 loci mikrosatelitarnego DNA.



STRESZCZENIE

Magdalena Swistocka: ,,Struktura genetyczna populacji tosia (Alces alces) w dolinie

Biebrzy”

Naturalny zasigg i rozmieszczenie wspotczesnie zyjacych populacji roslin
1 zwierzat, zamieszkujacych péinocne i umiarkowane obszary Europy, zostaty
uksztattowane przede wszystkim przez oscylacje klimatu i zwigzane z nimi zmiany
w srodowisku, ktore miaty miejsce w czwartorzgdzie. Jedna z wazniejszych konsekwencji
zmian zasiggow roznych gatunkow jest wystgpowanie populacji reliktowych,
interpretowanych jako §lad z przesztosci, czy wrecez jako ,,zywy” zapis w postaci
potomkow osobnikow, ktorym udato si¢ przetrwaé pewien niekorzystny okres. Relikty
stanowia wyraznie odrgbne od pozostatych populacje lub gatunki, charakteryzujace sig
mala liczebnoscia i/lub silnie ograniczonym zasiegiem geograficznym. Populacje takie
stanowia wazny komponent zmienno$ci wewnatrzgatunkowej i moga determinowac
potencjal ewolucyjny jednostki taksonomicznej, w sktad ktorej wchodza. Aby
w jednoznaczny sposob zidentyfikowac ich pochodzenie i rodzaj reliktu, jaki stanowia,
wymagane jest przeprowadzenie badan z wykorzystaniem markeré6w genetycznych
o r6znym sposobie dziedziczenia.

Gebcezynska 1 Raczynski (2004) sugerowali, ze biebrzanska populacja tosi, ktora
zasiedlita obszar doliny Biebrzy najprawdopodobniej po ostatnim zlodowaceniu, jest
autochtoniczna i moze stanowi¢ najdalej na zachdd Europy wysunigty relikt dawnego,
naturalnego zasiggu tego gatunku. Populacja ta dos§wiadczyla serii licznych, znaczacych
redukc;ji liczebnosci w czasach historycznych i byta w istotnym stopniu izolowana od
innych, europejskich populacji tego gatunku. W zwiazku z tym, jako gtéwny cel moich
badan obratam okreslenie struktury genetycznej unikalnej w skali Europy Srodkowej
populacji tosi w dolinie Biebrzy za pomoca r6znych klas markeréw molekularnych,
podlegajacych swoistym im zasadom dziedziczenia: sekwencje mitochondrialnego DNA
(region kontrolny, mtDNA-cr i cytochrom b, cytb) dziedziczonego w linii matczynej,
sekwencje YCATS wraz z genem SRY zlokalizowane na chromosomie Y, ktore

dziedziczone sa w linii ojcowskiej, a takze potencjalnie podlegajace doborowi sekwencje



genu MHC 11 DRB oraz neutralne loci mikrosatelitarnego DNA, dziedziczone po obojgu
rodzicach. W analizach uwzglednitam 155 tosi pochodzacych z doliny Biebrzy, 433
osobniki z pozostatego obszaru wystepowania gatunku w Polsce, 15 osobnikow z Litwy
oraz 9 z Niemiec.

W probie z Polski zidentyfikowatam 12 haplotypéw mtDNA u tosi, w tym siedem
nowych w skali Europy, co podkresla rolg Polski jako bardzo waznego obszaru zmienno$ci
tego gatunku. Zidentyfikowane warianty genetyczne mtDNA-cr u tosi reprezentuja klad
Ural (haplotypy ,.finskie” H2, H3 i H4) oraz Centralna Europa, w obre¢bie ktorego tworza
trzy gatezie: Biebrza (H1, H10, H13), Polesie (H12 i H20) i Fennoscandia (H6, H11, H17
I H22). Obecnos¢ w Polsce tosi wywodzacych si¢ z kilku linii ewolucyjnych, ktore szczyt
ostatniego zlodowacenia przetrwaty w roznych refugiach glacjalnych, jest gtownym
czynnikiem odpowiedzialnym za wysoki poziom zmiennosci genetycznej tosia na terenie
naszego kraju. Migdzy poszczeg6lnymi liniami filogenetycznymi tosi wytworzyta si¢
wtorna strefa kontaktu, zlokalizowana w Polsce poéinocno-wschodniej. Wazna role
w ksztaltowaniu obserwowanego wzoru zmienno$ci u tosia odegraly réwniez kierunek
kolonizacji Polski i1 ekspansja przestrzenna, ktore przebiegaty ze wschodu na zachod.

Z Kkolei, czynnik ludzki jest odpowiedzialny za wystepowanie w Polsce tosi posiadajacych
haplotyp mtDNA-cr H6, reprezentujacy typowy wariant dla tosi szwedzkich oraz haplotyp
H11, stanowiacy $lad po udanej reintrodukc;ji tosi z Biatorusi w 1951 roku.

W populacji tosi w dolinie Biebrzy stwierdzitam u wigkszosci 0sobnikow (81%)
obecnos¢ unikalnego haplotypu H1, reprezentujacego jeden z bardziej zroznicowanych
europejskich wariantow genetycznych mtDNA-cr. Haplotyp H1 razem z haplotypami H10
I H13 oraz haplotypem H18, zidentyfikowanym wytacznie w materiale muzealnym, tworzy
na drzewie filogenetycznym w obrebie kladu Centralna Europa gataz Biebrza. Stanowi on
dowdd, ze populacja tosi, ktora tam wystepuje i zapewne zasiedlita obszar doliny Biebrzy
po ustapieniu ostatniego zlodowacenia jest autochtoniczna. Osobniki posiadajace
haplotypy nalezace do gatezi Biebrza zroznicowaly si¢ od pozostatych tosi europejskich
reprezentujacych gatezie Polesie i Fennoscandia przed ostatnim zlodowaceniem.

U samcow W populacji biebrzanskiej wystgpuja dwa warianty genetyczne odcinka DBY14
zlokalizowanego na chromosomie Y. Obok haplotypu H1-DBY14, reprezentujacego
wariant tego genu najczesciej stwierdzany u tosi, zidentyfikowatam rowniez haplotyp H2-

DBY14, ktory z wyjatkiem populacji reintrodukowanej w Kampinoskim Parku



Narodowym, w pozostatych wspotczesnych populacjach tosi z Polski nie zostat
odnaleziony. Haplotyp H2-DBY14 moze by¢ kolejnym $ladem pozostawionym przez
samce wywodzace si¢ z autochtonicznej populacji tosi w dolinie Biebrzy, ktéra
skolonizowata ten obszar po ustapieniu ostatniego zlodowacenia. W populacji
biebrzanskiej zidentyfikowatam najwicksza liczbe alleli (N = 8) w genie MHC 11 DRB,
sposrod ktorych allel DRB1*11 jest unikalny dla tej populacji i poza nia nie zostat nigdzie
stwierdzony. Réznice we frekwencji alleli genu MHC 1l DRB migdzy populacjami tosi
w Polsce moga podlega¢ wptywowi doboru rownowazacego, faworyzujacego heterozygoty
I utrzymujacego roznorodnos¢ alleli. Reliktowy charakter populacji biebrzanskiej
potwierdzaja takze analizy mikrosatelitarnego DNA, ktére wykazaly, ze populacja ta
wyrdznia si¢ posiadaniem unikalnych alleli, jak rowniez najwyzsza $rednia liczba alleli
w poszczegblnych loci. Migdzy populacjami tosi zlokalizowanymi w Polsce pdinocno-
wschodniej zidentyfikowatam silnie ograniczony przeptyw genow w przypadku samic.
Reliktowa populacja biebrzanska wydaje si¢ pozostawaé w izolacji w stosunku do
pozostatych analizowanych populacji tosi, z wyjatkiem kilku populacji ,,mazurskich”,
w ktorych udziat osobnikéw posiadajacych haplotyp mtDNA-cr H1, a wigc o pochodzeniu
,biebrzanskim”, jest dominujacy.

Na podstawie powyzszych wynikow badan genetycznych, reliktowa populacja tosi
w dolinie Biebrzy powinna zosta¢ wyrozniona jako specjalna jednostka zarzadzania, ktora
zachowata swoja odrgbnos¢ genetycznag i jest w znacznym stopniu izolowana, a przez co
demograficznie niezalezna od innych populacji. Populacja ta w skali europejskiego zasiggu
losia wyrodznia si¢ relatywnie nieduza liczebnoscia, ograniczonym zasiggiem

geograficznym, ktore stanowia cechy wiasciwe populacjom reliktowym.
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WSTEP

Refugia glacjalne, postglacjalna kolonizacja Europy Centralnej i Pélnocnej

Obserwowane wspodlczesnie rozmieszczenie roznorodnosci gatunkow, jak
| genetycznej zmienno$ci wewnatrzgatunkowej, nie moze by¢ w petni zrozumiane bez
poznania istoty procesow, jakie zachodzilty w populacjach w odpowiedzi na zmiany
geologiczne i1 klimatyczne towarzyszace historii Ziemi (Rowe i wsp. 2004). Przede
wszystkim przeksztatcenia w srodowisku 1 oscylacje klimatu, ktore wystapity
w czwartorzedzie, mialy zasadniczy wpltyw na wytworzenie si¢ naturalnego zasiggu
1 rozmieszczenie wspotczesnie zyjacych populacji roslin i zwierzat zamieszkujacych
pénocne i umiarkowane obszary Europy (Hewitt 1993, 2000; Taberlet i wsp. 1998;
Culling 1 wsp. 2006; Alexandri i wsp. 2012). Plejstocenskie zlodowacenia przerywane
okresami ocieplenia niewatpliwie odegraty gtowna rolg¢ w formowaniu si¢ w izolacji
odrgbnych (zréznicowanych) linii genetycznych, rozmieszczonych w zasiggach
geograficznych wielu gatunkéw (Hewitt 2000). W trakcie poznego czwartorzedu wystapity
dwa glowne szczyty zlodowacenia, z ktorych pierwszy (ang. maximum glacial cooling)
miat miejsce 74 000 — 60 000 lat temu, natomiast drugi, tzw. szczyt ostatniego
zlodowacenia (ang. Last Glacial Maximum, LGM) rozpoczat si¢ okoto 25 000 lat temu
1 zakonczyt blisko18 000 lat temu (Sommer 1 Zachos 2009). Ostatnie zlodowacenie byto
najzimniejszym okresem od czaséw $rodkowego plejstocenu, w efekcie czego,
wystgpowanie 1 zasig¢g gatunkéw umiarkowanych byly woéwczas znacznie ograniczone.
Z uwagi na fakt, ze kurczenie si¢ zasiggu czgsto prowadzi do sortowania linii
ewolucyjnych, czyli utrwalania r6znych wariantow w poszczegdlnych refugiach, jedynie
niewielka czes¢ wcezesniej wystepujacej zmiennosci genetycznej byta reprezentowana
w refugiach z okresu LGM i dostgpna jako podstawa do procesu pozniejszej rekolonizacji
(Sommer 1 Zachos 2009). Scenariusz ten potwierdzaja mi¢dzy innymi analizy
mitochondrialnego DNA, zgodnie z ktorymi np. Zachodnia i Wschodnia linia niedzwiedzia
brunatnego (Ursus arctos) sa wspotczesnie wyraznie od siebie oddzielone geograficznie,
z wyjatkiem Rumunii (Zachos i wsp. 2008; Davison i wsp. 2011; Keis 1 wsp. 2013),
jakkolwiek analizy genetyczne kopalnego DNA (ang. ancient DNA) pokazuja, ze
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Wschodnia linia niedzwiedzi wystgpowata przed LGM daleko na zachod, siggajac
Potwyspu Iberyjskiego (Valdiosera i wsp. 2008).

Jedna z powszechnie akceptowanych hipotez jest zalozenie, ze europejskie gatunki
roslin 1 zwierzat ze strefy umiarkowanej w trakcie okresow zlodowacenia, ktore swym
zasiggiem obejmowaly znaczng cz¢$¢ Europy Poinocnej, wycofywaly sig na tereny
polozone w nizszych szerokosciach geograficznych. W efekcie tych procesow,

w szczytowym okresie ostatniego zlodowacenia istniaty na potudniu Europy istotne dla
przezycia gatunkow izolowane obszary, tzw. refugia glacjalne, mianowicie Potwysep
Iberyjski i Apeninski oraz Batkany wraz z regionami wokot Morza Czarnego (Teberlet
I wsp. 1998; Hewitt 1999, 2000; Weiss i Ferrand 2007). W takich refugiach istniaty
dogodne warunki do utrzymania stabilnych populacji, ktore byty tez swoistym
rezerwuarem zmienno$ci genetycznej (Petit 1 wsp. 2003). Przezycie danego gatunku

w kilku réznych refugiach glacjalnych miato istotny wptyw na rozmieszczenie
wewnatrzgatunkowych linii ewolucyjnych i moze by¢ wyjasnione poprzez analiz¢
obserwowanego rozmieszczenia poszczegdlnych haplotypdéw charakterystycznych dla
danego regionu (Sommer i Nadachowski 2006). Zgodnie z klasyfikacja zaproponowana
przez Schmitta (2007) gatunki, ktore skolonizowaty Europg z tych trzech potwyspow
potudniowych, naleza do tzw. grupy $rédziemnomorskiej.

Poréwnanie sktadu fauny z okresu szczytu ostatniego zlodowacenia w Europie
Potudniowej wykazato, ze wyraznie dominowaly wowczas trzy dobrze znane gatunki
ssakow preferujacych klimat umiarkowany, mianowicie jelen szlachetny (Cervus elaphus),
sarna europejska (Capreolus capreolus) oraz lis pospolity (Vulpes vulpes), ktore w blisko
40% analizowanych z tego okresu stanowisk wystgpowaly razem (Sommer i Nadachowski
2006). Zdecydowanie najczgsciej stwierdzany byl jelen szlachetny, odkryty w 80% miejsc,
drugi co do czgstosci byt lis, ktory z kolei okazat sig¢ bardzo rzadkim gatunkiem
w refugium Batkanskim. W tradycyjnych refugiach glacjalnych zlokalizowanych na
potudniu Europy sktad fauny z miejsc datowanych na LGM wskazuje na regularne
wystepowanie typowych w tamtym okresie elementéw fauny, takich jak mamut
(Mammuthus primigenius) i renifer (Rangifer tarandus). Mniej reprezentowane w tym
okresie byty inne duze ssaki roslinozerne, takie jak to$ (Alces alces) i tur (Bos primigenius;
Sommer i Nadachowski 2006).
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Nowsze analizy genetyczne wykazaty jednak, ze obok wymienionych wczesniej
tradycyjnych refugiow glacjalnych na potudniu Europy, w trakcie LGM istniaty takze
refugia, ktére zlokalizowane byly w Europie Centralnej, mianowicie w Karpatach,

w potudniowo-zachodniej Francji, jak rowniez w Europie Wschodniej i/lub Azji, miedzy
innymi w Syberii czy Mandzurii (Fedorov i wsp. 2008; Sommer i Zachos 2009). We
Francji Poludniowej i w Karpatach oraz w Basenie Karpackim w dolinie $srodkowego
Dunaju istniaty refugia jelenia szlachetnego, tosia i sarny europejskiej (Sommer 1 Zachos
2009), a takze miedzy innymi zmii zygzakowatej (Vipera berus; Ursenbacher i wsp. 2006),
zaby moczarowe] (Rana arvalis; Babik i wsp. 2004) czy tez tasicy taski (Mustela nivalis;
McDevitt i wsp. 2012). Refugia te zwiazane byly takze z okreslonymi gatunkami flory,
czego przyktadem moze by¢ §wierk norweski (Picea obovata), drzewo wystgpujace

w klimacie borealnym, ktére nie przetrwato czwartorzedowych glacjaléw w potudniowych
regionach Europy, ale odpowiednio w Alpach Dynarskich, Karpatach i na obszarze
dzisiejszej Moskwy (Huntley i Birks 1983; Lagercrantz i Ryman 1990). Potencjalne
przezycie niekorzystnych warunkow klimatycznych w ostojach glacjalnych
zlokalizowanych w Europie Centralnej, a wigc na pétnoc od tzw. refugiow
»potudniowych”, tj. rédziemnomorskich, wptyneto na rozmieszczenie na nowo
skolonizowanych terenach dominujacych haplotypow wywodzacych si¢ z poszczegdlnych
refugiow (Sommer 1 Nadachowski 2006). Istnienie tych refugiow znaczaco bowiem
redukowato czas, w ktoérym po szczycie ostatniego zlodowacenia gatunki dokonywaty
ponownej kolonizacji strefy chtodniejszej w Europie Potnocnej (Sommer i Nadachowski
2006).

W przypadku matych ssakow, takich jak nornik potnocny (Microtus oeconomus),
tolerujacych warunki klimatyczne obecne podczas LGM, refugia glacjalne mogty istnie¢
daleko na potnocy Eurazji, m. in. na wyspie Andfya zlokalizowanej poza Norwegia
Péinocna (Brunhoff 1 wsp. 2006; Neve 1 Verlaque 2010). Ograniczona jednak dostgpnos¢
danych powoduje, ze refugia w Europie Wschodniej 1/lub Azji moga by¢ dzis niedoceniane
(Taberlet i wsp. 1998; Sommer i Nadachowski 2006; Provan i Bennett 2008).

W trakcie postglacjalnego ocieplenia w Europie, niektdre z linii ewolucyjnych
(kladow), ktore przetrwaty w refugiach glacjalnych, rozszerzaty swoj zasieg poprzez
kolonizacj¢ centralnych 1 pétnocnych rejondéw kontynentu, bedaca konsekwencja ekspansji

korzystnych dla zycia srodowisk (ang. habitat tracking, Provan i Bennett 2008)
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1 ksztaltujac obecne interglacjalne rozmieszczenie gatunkow (Hewitt 2011a). Kolonizacja
z refugiow ,,potudniowych” do Europy Potnocnej byta procesem dosy¢ szybkim, niektore
gatunki drzew pokonywaly ponad 1 km w ciagu roku (Hewitt 2001).

Jak wykazaly badania z zakresu filogeografii, lokalizacja 1 kierunki tras
postglacjalnej kolonizacji Europy Centralnej i P6tnocnej z refugiow potozonych na
poludniu, w przypadku wigkszosci gatunkow roslin i zwierzat, mimo réznic zwiazanych
z zajmowanymi przez nie siedliskami, czy ich mobilnos$cia, wykazuja interesujaca
zbiezno$¢ (Hewitt 1999, 2004; Habel i wsp. 2005; Schmitt 2007). Te paradygmaty, znane
jako paradygmat konika polnego (Chorthippus parallelus), niedzwiedzia brunatnego, jeza
(Erinaceus europaeus/concolor), klenia (Leuciscus cephalus) i polowca szachownicy
(Melanargia galatea), stanowia dobre przyktady wzoréw kolonizacji dla wielu gatunkow
ro$lin 1 zwierzat (Hewitt 2011a). Paradygmat jeza zostat odnaleziony migdzy innymi
u debu (Quercus ssp.; Dumolin-Lapégue i wsp. 1997), jodly pospolitej (Abies alba;
Konnert i Bergmann 1995) i myszy domowej (Mus musculus; Boursot i wsp. 1993),

a z kolei paradygmat niedzwiedzia brunatnego u ryjowki aksamitnej (Sorex araneus;
Taberlet i wsp. 1994; Fumagalli i wsp. 1996) czy tez karczownika (Arvicola terrestri;
Taberlet i wsp. 1998).

Gléwnym zrédlem postglacjalnej rekolonizacji Europy byto refugium Batkanskie,
nieco mniejsze znaczenie odegrato refugium Iberyjskie, podczas gdy linie ewolucyjne
wystgpujace na Polwyspie Apeninskim byty czgsto izolowane z uwagi na obecno$¢
bariery, jaka stanowily Alpy (Taberlet i wsp. 1998; Hewitt 2004, 2011a). Interesujacym
efektem istnienia r6znych tras rekolonizacji postglacjalnych obszarow Europy jest sktad
fauny i flory, migdzy innymi Skandynawii czy tez obszaru Pacyfiku pétnocno-zachodniego
w Ameryce Pdotnocnej, ktore reprezentuja mieszaning gatunkdw pochodzacych z réznych
refugiow glacjalnych. Konik polny wystepujacy w Skandynawii Centralnej przywegdrowat
z refugium Batkanskiego, niedzwiedz brunatny z okolic Kaukazu i Pélwyspu Iberyjskiego,
a klen z obszaru Morza Czarnego (Hewitt 2004, 2011a). Jakkolwiek w procesie
rekolonizacji Europy przewazaty kierunki wiodace z trzech potwyspow potudniowych, to
nie u wszystkich gatunkow odgrywaty one tak istotna rolg. W przypadku sarny
europejskiej bardziej prawdopodobna hipoteza jest, ze jeden lub kilka dodatkowych
refugiow zlokalizowanych na wschodzie wyjasniaja najlepiej obserwowana obecnie

zmiennos$¢ genetyczng tego gatunku (Sommer 1 Zachos 2009).

14



Konsekwencje genetyczne postglacjalnej ekspansji zasiggu gatunkow

Modele rekolonizacji ‘Phalanx’ i ‘Pioneer’ (sensu Nichols i Hewitt 1994)

W bardzo wielu przypadkach tylko niewielka czgs¢ obecnej w refugiach
glacjalnych zmienno$ci genetycznej jest dzi$ stwierdzana w populacjach zamieszkujacych
rejony postglacjalne. Istnienie relatywnie mniejszej zmiennosci genetycznej wsrod
populacji z Europy Centralnej i Potnocnej w poréwnaniu do populacji wystepujacych na
poludniu, okreslane jest jako paradygmat ‘southern richness versus northern purity’
(Hewitt 2000, 2011b). Ten gradient zmiennosci genetycznej wystepujacy na osi potudnie —
potnoc, obserwowany na potkuli pétnocnej, interpretowany jest jako odzwierciedlenie
szybko zachodzacych zdarzen kolonizacji nast¢pujacych po LGM (Hewitt 1996, 2000;
Waters i wsp. 2013). W przypadku populacji cztowieka, zmienno$¢ genetyczna spada
istotnie liniowo wraz ze wzrostem dystansu geograficznego od Afryki, co jest dowodem na
migracje ludzi wtasnie z Afryki (Ramachandran 1 wsp. 2005; Pala 2012). Wzory
,homogenno$ci” w populacjach zajmujacych wyzsze szerokosci geograficzne zostaly
znalezione rowniez w populacjach wystepujacych na pétkuli potudniowej (Ruzzante i wsp.
2008; Nikula i wsp. 2010).

Scisle okreslony wzor rekolonizacji zalezy w gtéwnej mierze od skali zmian
klimatycznych, topografii terenu oraz zdolnosci do rozmnazania sig i dyspersji gatunkow.
Rekolonizacja obszarow postglacjalnych mogta dokonywac si¢ zgodnie z modelem
‘Phalanx’ (Nichols i Hewitt 1994), oznaczajacym powolna ekspansje, pociagajaca za soba
dyspersje na krotkie odcinki i charakteryzujaca si¢ duza efektywna wielko$cia populacji,
w efekcie czego, na rekolonizowanym obszarze, obejmujacym najczesciej dzisiejsze
tropiki oraz masywy gorskie znajdujace si¢ na poludniu strefy umiarkowanej, dochodzito
do zachowania zmiennos$ci genetycznej (Hewitt 2001). Z drugiej strony, rekolonizacja
mogta zachodzi¢ wedtug scenariusza ‘Pioneer’ (Nichols i Hewitt 1994), w ktory
zaangazowana byta mniejsza liczba osobnikdéw, pochodzacych z czota refugialnego
zasiggu gatunku (ang. leading edge), dokonujaca szybkiej kolonizacji obszarow
wysunigtych daleko na potnoc od refugium glacjalnego (ang. leptokurtic dispersal).
Pionierzy tacy sa w stanie szybko wypetnic i zaja¢ obszar przed przybyciem osobnikow

z zasadniczego obszaru zasiegu, wskutek czego to ich geny beda dominowaty w nowo
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zatozonej populacji (Hallatschek i Nelson 2009). Jednak proces szybkiej kolonizacji,
ktéremu towarzysza efekty zatozyciela, prowadzi do spadku réznorodnos$ci haplotypowe;j

i bogactwa allelicznego na zajmowanych terenach, a w koncowym efekcie, do wzrostu
homozygotyczno$ci w populacjach (Néve i Verlaque 2010; Hewitt 2011a, b). Z kolei
populacje znajdujace si¢ na potudniu (ang. trailing edge), a czgsto takze w centrum zasiggu
refugialnego, moga nie by¢ zdolne do zasilenia kolonizowanego obszaru swoimi genami

1 w efekcie beda zmuszone do przezycia w tym miejscu, w ktorym si¢ znalazty,
ewentualnie do rozszerzenia swego zasiggu przez pokonanie barier geograficznych,
najczesceiej gor (Hewitt 1999; Alexandri i wsp. 2012). Populacje takie pozostaja wigc
odizolowane od ciagtego zasiggu gatunku, moga by¢ zréznicowane genetycznie | podlegac

odmiennej presji selekcyjne;j.

Wtorne strefy kontaktu w Europie

W przypadku, gdy postglacjalna rekolonizacja odbywata si¢ z kilku miejsc
jednoczesnie, populacje pochodzace z odrgbnych refugiow glacjalnych spotykaty si¢ ze
soba, doprowadzajac do powstania wtdrnych stref kontaktu (Hewitt 1999; Habel 1 wsp.
2010a). Takie waskie strefy rozdzielaja genomy wielu gatunkéw wzdtuz ich zasiggu,
doprowadzajac do wyodrgbnienia si¢ podgatunkdw, ras, linii filogenetycznych, czy tez
lokalnych odmian i form. Wtérne strefy kontaktu moga by¢ identyfikowane za pomoca
czutych markerow molekularnych, migdzy innymi mtDNA, jak i mikrosatelitarnego DNA
(Hewitt 1988, 1993). W Europie wyrdoznionych zostato piec¢ regiondw, tak zwanych ‘suture
zone’, w ktorych stwierdzona zostata wysoka liczba stref kontaktu, mianowicie Alpy,
Pireneje, zachodnia Europa Centralna, wschodnia Europa Centralna oraz Skandynawia
Centralna (Taberlet i wsp. 1998; Hewitt 2004; Schmitt 2007). R6znorodnos$¢ genetyczna
w takich strefach, wskutek obecnosci w populacjach odmiennych alleli 1 haplotypow
nalezacych do roznych linii refugialnych, jest wysoka (Provan i Bennett 2008; Neve
I Verlaque 2010). Zdarza sig, ze waskie strefy hybrydowe petnia rolg barier
zapobiegajacych dalszej ekspansji linii ewolucyjnych wywodzacych si¢ z r6znych
refugiow glacjalnych. Najczgsciej dobor skierowany jest przeciwko hybrydom, w efekcie
czego nastepuje obnizenie ich dostosowania (Hewitt 1996). Fakt ten determinuje szeroko$é

stref hybrydowych oraz ich trwatos¢, jako barier zapobiegajacych przeptywowi genow.
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Strefy hybrydowe moga takze petni¢ rolg ,,putapek srodowiskowych” wystepujacych

w skali lokalnej 1 utrzymywac si¢ do czasu pojawienia si¢ istotnych zmian w klimacie

1 srodowisku. W efekcie utrzymywania sig takich stref moga istnie¢ trwate 1 stabilne oraz
efektywnie izolowane, sasiadujace ze soba rasy/podgatunki/populacje. Przyktadowo strefa
hybrydowa stwierdzona u wielu gatunkéw w Pirenejach stanowi efektywna barierg dla
przeptywu gendéw migdzy francuskimi i hiszpanskimi genomami od czasu jej
uformowania, blisko 9 000 lat temu (Hewitt 1993). Strefy kontaktu chronia wigc

integralno$¢ dwoch genomow.

Surfing genetyczny

Przestrzenna ekspansja na nowo kolonizowanych terenach moze prowadzi¢ do
rozprzestrzeniania si¢ rzadkich alleli na duzym obszarze, co w efekcie pozwala im
osiagna¢ bardzo wysoka frekwencje (Edmonds i wsp. 2004; Klopfstein i wsp. 2006). Ten
fenomen uznany za ‘surfing’ (Klopfstein i wsp. 2006) jest spowodowany przez dryf
genetyczny polaczony z powtarzajacymi si¢ efektami zatozyciela w populacjach
zlokalizowanych na obrzezu ekspansji. Allele o niskiej frekwencji moga ,,surfowac¢” na fali
frontu rozszerzajacej si¢ populacji, wskutek czego jeden allel lub genotyp maja szansg sta¢
si¢ dominujacymi w lokalnym terenie (Waters i wsp. 2013). W konsekwencji prowadzi to
do potencjalnie duzych réznic we frekwencji alleli migdzy regionami geograficznymi
i czgsto, cho¢ blednie, interpretowane jest jako cecha charakterystyczna pozytywnej
selekcji (Evans i wsp. 2005; Soranzo i wsp. 2005; Xue i wsp. 2006). W ostatnim czasie
skutki wystepowania zjawiska surfingu genetycznego sa coraz lepiej rozumiane (Waters
1 wsp. 2013). Nowa mutacja, do powstania ktorej dochodzi na froncie fali ekspansji, ma
zdecydowanie wigksze szanse ,,surfowac”, niz mutacje wystgpujace w calym zajmowanym
przez populacj¢ obszarze. Bardzo czgsto rozprzestrzenienie geograficzne takich nowych
alleli moze by¢ w znacznej odlegto$ci od miejsca ich powstania (Edmonds i wsp. 2004;
Travis i wsp. 2007). Dodatkowo, surfing faworyzowany jest w matych populacjach
przechodzacych ekspansj¢ demograficzng i przestrzenna, ktdre utrzymuja ograniczony
przeptyw genow z populacjami sasiadujacymi. Hallatschek 1 wsp. (2007) wykazali, ze
surfing moze w znaczacy sposoéb modyfikowaé neutralng zmienno$¢ genetyczna duzych

populacji naturalnych. Fenomen surfingu wczesniej wykorzystywany byt jedynie do
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opisania losu pojedynczych mutacji (Edmonds i wsp. 2004; Klopfstein i wsp. 2006; Travis
i wsp. 2007). Mutacje szkodliwe moga ,,surfowa¢” rownie dobrze, aczkolwiek nie tak
czesto jak mutacje neutralne i korzystne. Interesujace okazuje sig, ze wigkszos¢ mutacji
szkodliwych, ktore sa w stanie si¢ utrzymac, moga ,,surfowac” przez dtuzsze dystanse,
osiagajac przy tym wysokie frekwencje (Travis i wsp. 2007). Prawdopodobienstwo
wystapienia surfingu powinno by¢ wprost proporcjonalne do poczatkowej czgstosci allelu
W miejscu jego wystegpowania na czole fali ekspansji, a frekwencja ta z kolei powinna
okresla¢ docelowy obszar, na ktorym ,,surfujacy’ allel osiagnie wysokie czgstosci
wystepowania po zakonczeniu ekspansji zasiggu (Edmonds i wsp. 2004; Klopfstein i wsp.

2006; Hallatschek i wsp. 2007; Hallatschek i Nelson 2008; Excoffier i Ray 2008).

Populacje reliktowe

Istnienie populacji reliktowych jest waznym komponentem wewnatrzgatunkowe;j
bior6znorodnosci oraz wyznacznikiem potencjatu ewolucyjnego gatunku. Najczgsciej
wskutek izolacji 1 matej efektywnej wielko$ci populacji, zmiennos$¢ genetyczna jest w nich
zredukowana. Aby w jednoznaczny sposob zdefiniowa¢ populacje reliktowe, nalezy
przeprowadzi¢ badania z wykorzystaniem markerow genetycznych o réznym stopniu
dziedziczenia (Hofreiter i wsp. 2004).

Populacje reliktowe (tac. relinquere, to znaczy ,,pozostawiac za soba”)
interpretowane sa zazwyczaj jako $lad pochodzacy z przesztosci, czy wrecz jako
potomkowie osobnikoéw, ktorym udato sig przetrwac pewien niekorzystny okres. Tworza je
zazwyczaj wyraznie odrozniajace si¢ od pozostatych populacje lub gatunki, ktore
charakteryzuja si¢ matq liczebnoscia lub silnie ograniczonym zasiggiem geograficznym
(Habel i wsp. 2010b). Bardzo czgsto populacje reliktowe wystepuja na skraju zasiggu
gatunku, gdzie panujace warunki moga nie by¢ tak optymalne, jak w centrum
wystepowania (Gullberg i wsp. 1998). Joger i wsp. (2010) definiuja populacje reliktowe,
jako czesci linii ewolucyjnych, ktore byty 1 nadal sa izolowane geograficznie od reszty
zasiggu gatunku.

Wsrod reliktow wyrozniamy relikty filogenetyczne (taksonomiczne), bedace forma
archaiczna nadal istniejaca, podczas gdy inni czlonkowie wyzszego taksonu, do ktorego

nalezy relikt wygingli, tak jak jest to w przypadku hatterii (Sphenodon) z Nowej Zelandii
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(Habel i wsp. 2010b). Innym rodzajem sa relikty biogeograficzne, nazywane reliktami
wlasciwymi, ktére reprezentujq takson wystgpujacy w danym regionie, znajdujacy si¢

w izolacji od swojego gtownego centrum rozmieszczenia i ktorego obecne wystepowanie
thumaczy si¢ pozostawieniem jego lub jego przodka w odmiennych warunkach
naturalnych, niz dzi$ istniejace (Lomolino i wsp. 2006). Obie kategorie reliktow czasami
pokrywaja sig, jak to jest w przypadku zywych skamieniato$ci, migdzy innymi ryb
trzonoptetwych i dwudysznych czy tez torbaczy (Lomolino 1 wsp. 2006; Beierkuhnlein
2007). Wsrdd reliktow whasciwych wyrdzniamy relikty klimatyczne, obejmujace taksony,
ktérych zasigg na okre§lonym obszarze zostat zredukowany na skutek niekorzystnych dla
nich zmian klimatycznych, relikty topograficzne, zwiazane ze starymi elementami rzezby
terenu, ktore zanikaja obecnie w toku proceséw geomorfologicznych, migdzy innymi jodta
pospolita na europejskim dziale wodnym w Puszczy Biatowieskiej oraz relikty edaficzne
zwiazane z okreslonym typem gleb, ktére kiedy$ byly szerzej rozprzestrzenione, a obecnie
utrzymuja si¢ tylko w niewielu miejscach, np. stonorosla i rosliny wydmowe w glebi ladu.
Do reliktéw klimatycznych zaliczamy z kolei relikty glacjalne, obecnie szeroko
rozpowszechnione w Europie Péinocnej, obejmujace gatunki borealne, arktyczne 1 gorskie
oraz relikty interglacjalne, stanowiace pozostato$¢ pewnych okresow ocieplenia, kiedy to
gatunki termofilne byty szeroko rozpowszechnione, ale wskutek spadku temperatury

I wzrostu ilosci opadow zostaty odizolowane i ograniczone wystgpowaniem wytacznie do
srodowisk dla nich korzystnych (Cox i Moore 2010; Habel i wsp. 2010b; Zimmermann

i wsp. 2010). Pochodzenie i rozmieszczenie wspotczesnie zyjacych reliktow
biogeograficznych moze by¢ zwiazane ze zmianami $rodowiskowymi, ktore mialty miejsce
w przesztosci.

Innym podej$ciem, zaproponowanym przez Zimmermanna i wsp. (2010), jest
wyroznienie reliktoéw geograficznych, genetycznych i reliktow obejmujacych taksony
endemiczne. Relikty geograficzne, takie jak np. niewielkie populacje zaskronca rybotowa
(Natrix tessellate) i weza eskulapa (Zamenis longissimus) w Czechach, Polsce w okolicach
Cieszyna, czy tez w Niemczech, zajmujq obszary geograficznie ograniczone, w ktorych
wystepuja korzystne warunki srodowiskowe 1 klimatyczne. Wspomniane wyzej gatunki
osiagnety zajmowane obecnie terytorium w okresie postglacjalnym i sklasyfikowane
zostaly jako holocenskie populacje reliktowe (Cassel-Lundhagen 2010). Z kolei relikty

genetyczne, stwierdzane zazwyczaj na poludniowym lub wschodnim krancu zasiggu
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gatunku w Europie, posiadaja wyjatkowe, wyraznie odrgbne haplotypy lub tez grupy
haplotypow. Waznym kryterium przy ich wyznaczaniu jest rowniez redukcja zasiggu
wystegpowania. Relikty takie zazwyczaj Wyrozniaja si¢ dtuga historia ewolucyjna

w jednym szczegolnym regionie i nie byty zdolne do rozszerzania swojego postglacjalnego
zasiggu. Sa zdecydowanie starsze w poréwnaniu z reliktami holocenskimi i klasyfikowane
jako plejstocenskie populacje reliktowe (Cassel-Lundhagen 2010; Zimmermann i wsp.
2010).

Hampe i Petit (2005) postuluja, Ze przekonanie o znajdowaniu si¢ populacji
reliktowych na nieuchronnej drodze do wyginigcia, moze by¢ btedne. Istnieja przeciez
populacje reliktowe, ktore niewatpliwie zachowuja potencjat, pozwalajacy im
przystosowac si¢ do szerokiego spektrum warunkow srodowiskowych, w efekcie czego
wciaz trwaja, pomimo uptywu czasu. Zaréwno rzadko$¢ wystgpowania oraz ograniczone
rozprzestrzenienie powoduja, ze populacje reliktowe sa szczegolnie narazone na
wyginigcie, zwlaszcza w konfrontacji z postgpujacymi zmianami klimatycznymi i innymi
zaburzeniami ekologicznymi (Habel i wsp. 2010Db). Populacje i gatunki reliktowe sa
doskonatym obiektem badan ekologicznych i ewolucyjnych (Lesica i Allendorf 1995).

W szczegodlnosei badania filogeograficzne moga da¢ wglad w procesy historyczne,
ekologiczne i ewolucyjne, w tym w kontekscie przesztych przemieszczen

W rozmieszczeniu gatunkow (Avise 2000; Hewitt 2000, 2004; Schmitt 2007). Ponadto,
analizy filogeograficzne i populacyjne pozwalaja identyfikowac¢ populacje reliktowe

o specjalnym znaczeniu dla ochrony i zarzadzania (Moritz 1994; Pérez-Tris i wsp. 2004;
De Guia 1 Saitoh 2007). Wiele gatunkow reliktowych jest obecnie zagrozonych
wyginigciem 1 w efekcie umieszczone zostaly w Czerwonych Ksiggach Roslin 1 Zwierzat.
Jako, ze sa one zasadniczym sktadnikiem ogolnej bior6znorodnosci, ich ochrona powinna
by¢ jednym z priorytetow w ochronie przyrody (Habel i wsp. 2010b; Zimmermann i wsp.
2010).

Ewolucyjnie wazne jednostki i jednostki zarzqdzania
Izolowane populacje wskutek dywergencji moga w dtuzszej skali czasu sta¢ si¢

jednostkami waznymi z punktu widzenia procesow ewolucyjnych (ang. evolutionary
significant units, ESU; Moritz 1994, 1995). Jednostki te, w znacznym stopniu odrgbne od
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innych takich jednostek, stanowi jedna lub wigcej populacji charakteryzujacych sig
unikalna, odrgbna od reszty historia ewolucyjna. ESU sa wigc gtéwnym zrédltem
historycznej, a by¢ moze rowniez adaptacyjnej réznorodnosci genetycznej w obrebie
gatunku (Fraser i Bernatchez 2001) i jako takie zastuguja na szczeg6lna uwage

w kontekscie dziatan ochronnych (Avise 2000, 2008). Wiele populacji reliktowych,
pozostajacych w izolacji od pozostatych populacji gatunku, klasyfikowanych jest jako
potencjalni kandydaci do uznania ich za ESU (Zimmermann i wsp. 2010). Zgodnie

z zatozeniami przedstawionymi w tek$cie ponizej, ESU uznaje, ze populacje takie sa na
drodze do przeksztatcenia si¢ w odrebna jednostkg ewolucyjna, co prowadzi do nadania im
odmiennego statusu taksonomicznego (Moritz 1994).

W rzeczywistosci ESU nawiazuja do ,,wewnatrzgatunkowych grup
filogeograficznych” zdefiniowanych przez Avise’a 1 Walkera (1999). Praktyczne kryteria
wyznaczania ESU w oparciu o dane genetyczne zaproponowane przez roznych autoréw
ro6znia si¢ znacznie mi¢dzy soba. Jedno z ogdlnych podejs$¢ identyfikujacych ESU bierze
pod uwagg ich istotny udziat w ogdlnej roznorodnosci genetycznej gatunku, uznajac za
ESU populacje, ktdre nie wymieniaja gendw z innymi populacjami i charakteryzuja si¢
posiadaniem wyjatkowych lub znacznie rézniacych si¢ od pozostatych populacji adaptacji
(Waples 1991). Bardziej szczegdtowa definicja uwzglednia utrwalone réznice genetyczne
w mitochondrialnym DNA migdzy populacjami danego gatunku, ktére sa jednoczesnie
monofiletyczne pod wzgledem sekwencji mtDNA oraz r6znig si¢ istotnie czgsto§ciami
alleli w loci jadrowych (Moritz 1994, 1995). Kazde z proponowanych podejs¢ jest
w pewnym stopniu arbitralne, gdyz trudno jest wyznaczy¢ wyrazna granicg definiujaca
poziom ESU na skali zr6znicowania genetycznego i czasu dywergencji populacji roznych
gatunkow (Avise 2008). Koncepcja ESU powinna uwzglednia¢ dwa uzupetniajace si¢
podejscia, zarowno fenotypowe rdznice o znaczeniu adaptacyjnym (Ryder 1986; Crandall
1 wsp. 2000), jak rowniez historyczny rozwdj struktury genealogicznej populacji (Moritz
1994, 1999, 2002).

Zdecydowana wigkszos$¢ gatunkow charakteryzuje si¢ posiadaniem niewielkiej
liczby ESU, a poszczeg6lne grupy zlokalizowane sa w taki sposob, ze mozna je logicznie
powiaza¢ z historiag geograficzna badanych obszarow uwarunkowana istnieniem znanych
i domniemanych refugiow glacjalnych w plejstocenie oraz trasami postglacjalnej

rekolonizacji, czy tez taksonomia, w przypadku ktorej wyznaczone linie
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mitochondrialnego DNA pokrywaja si¢ z opisanymi w tradycyjny sposob podgatunkami
(Avise 2008). Identyfikacja jednostek ESU wymaga zastosowania analiz r6znych klas
markerow genetycznych, sposréd ktérych najchetniej wybierany jest mitochondrialny
DNA oraz loci zlokalizowane w jadrze komorkowym. Badania genetyczne
przeprowadzone w oparciu o mitochondrialny DNA u niedzwiedzi brunatnych wskazaty na
istnienie okoto pigciu — szesciu jednostek ESU, czy tez grup filogenetycznych, sposrdd
ktorych kazda zwiazana jest $cisle z okreslonymi rejonami, mianowicie z Ameryka
Potnocna, Azja 1 Europa (Cronin 1 wsp. 1991; Taberlet i Bouvet 1994; Keis i wsp. 2013).
W przypadku bobra eurazjatyckiego (Castor fiber), linie ewolucyjne mtDNA Wschodnia
I Zachodnia, ktore rozdzielity si¢ okoto 100 000 — 360 000 lat temu i prawdopodobnie
wywodza si¢ z oddzielnych refugiow glacjalnych, réwniez zostaly uznane za oddzielne
jednostki ewolucyjnie istotne (Durka i wsp. 2005; Horn i wsp. 2011).

Durka i wsp. (2005) zaproponowali réwniez, by osobniki nalezace do populacji
reliktowych bobra eurazjatyckiego wystepujacych we wschodniej czgsci zasiggu tego
gatunku, ktore doswiadczyty drastycznych redukeji liczebnosci w koncu XIX wieku, uznaé
za jednostki zarzadzania (ang. management units, MU; Crandall i wsp. 2000). Jednostki
takie wyr6zniane sa w oparciu o dane genetyczne i ekologiczne i obejmuja populacje
wymieniajace z innymi na tyle mato osobnikéw, ze zachowuja swoja odrgbnos¢
genetyczna 1 sa demograficznie niezalezne od innych populacji. Identyfikacja
potencjalnych jednostek MU zachodzi gtéwnie w oparciu o haplotypy mitochondrialnego
DNA, przede wszystkim z uwagi na istotna rolg linii matczynych w demografii populacji
(Moritz 1994; Avise 1995). Z zasady dyspersja wielu, jesli nie wszystkich gatunkoéw jest
zbyt niska, by zapewni¢ w kazdym pokoleniu taczno$¢ demograficzna odleglych
geograficznie populacji, w zwiazku z czym dla dowolnego gatunku populacje wykazujace
wspoélczesnie autonomig demograficzna, powinny by¢ traktowane jako osobne MU (Avise
2008).

Mimo, iz identyfikacja potencjalnych jednostek ESU i MU obarczona jest bardzo
czgsto licznymi problemami metodologicznymi, to w konkretnych przypadkach
ustanowienie tych pojg¢ zalicza si¢ do najwazniejszych osiagnig¢ filogeografii
w zastosowaniu do proceséw mikroewolucyjnych (Avise 2008). Dobrym przyktadem tego
typu dziatan jest wpisanie przez Miedzynarodowa Unig Ochrony Przyrody i Jej Zasobow

(ang. International Union for Conservation of Nature, IUCN) do Migdzynarodowej

22



Czerwonej Ksiggi zawierajacej listg gatunkéw roslin 1 zwierzat zagrozonych, dwoch
genetycznie 1 morfologicznie roznych, zachodnio-palearktycznych populacji jelenia
szlachetnego: endemicznej populacji C. e. corsicanus oraz populacji C. e. barbarus.
Populacja C. e. corsicanus wystepujaca na Korsyce i Sardynii oraz reprezentujaca dawna
lini¢ mitochondrialnego DNA zostata sklasyfikowana wedtug IUCN jako ,,silnie zagrozona
wyginigciem” (ang. Endangered, EN), natomiast populacja C. e. barbarus, obecnie
ograniczona wystgpowaniem zaledwie do niewielkiego obszaru ciagnacego si¢ wzdhuz
granicy tunezyjsko-algierskiej zostata uznana najpierw za jednostke wysokiego ryzyka
narazenia na wyginigcie (ang. Vulerable, VU), a nastgpnie za bliska zagrozenia ,,0 nizszym
ryzyku wyginigcia” (ang. Lower Risk; Wemmer 1998; IUCN Red List 2007). Populacje
obu podgatunkow jelenia szlachetnego doswiadczyly w XX wieku licznych efektow
waskiego gardta (ang. bottleneck), w konsekwencji ktorych liczebno$¢ populacji C. e.
corsicanus spadta do okoto 100 — 200 osobnikow (Kidjo i wsp. 2007). Analizy genetyczne
potwierdzity redukcje liczebnosci w populacji jelenia korsykanskiego, wykazujac istnienie
bardzo niskiego poziomu zmiennosci genetycznej (Hmwe i wsp. 2006; Zachos i wsp.
2010). W przypadku populacji C. e. barbarus rowniez stwierdzono zredukowany poziom
zmienno$¢ genetycznej w porownaniu z pozostalymi europejskimi populacjami jelenia
szlachetnego, ale spadek nie byt na tyle niski, jakiego mozna by oczekiwaé w $wietle
historii populacji (Hmwe i wsp. 2006).

Whisanie do Migdzynarodowej Czerwonej Ksiggi dwoch populacji jelenia
szlachetnego, gatunku pospolitego w Europie, posiadajacego status zwierzecia townego,
jest dowodem na podejmowanie dziatan w zgodzie z zasadami Konwencji ,,O ochronie
gatunkow dzikiej flory i fauny europejskiej oraz ich siedlisk” (ang. Convention on the
Conservation of European Wildlife and Natural Habitats) sporzadzonej w Bernie dnia
19.09.1979 roku, popularnie nazywanej Konwencja Bernenska. Celem Konwencji
Bernenskiej jest zachowanie europejskich gatunkow dziko zyjacych zwierzat 1 roslin oraz
ich naturalnych siedlisk, zwtaszcza gatunkow endemicznych, zagrozonych 1 ginacych,
ktérych ochrona wymaga wspotdziatania kilku panstw. ,,Gatunek” traktowany jest w niej
umownie, bowiem Konwencja uwzglednia takze podgatunki, odmiany lub formy lokalnie
zagrozone. Polska ratyfikowata Konwencje¢ Bernenska dnia 1.01.1996 (Dz.U. 1996 Nr 58,
poz. 263 i 264) i realizuje jej przepisy dzigki wprowadzeniu do ustawy o ochronie

przyrody zakazu stosowania niedozwolonych metod zabijania i fowienia zwierzat, objgciu
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ochrong prawna gatunkow wpisanych do zatacznika I i Il konwencji (rozporzadzenie
Ministra Srodowiska) oraz objeciu ochrona zwierzat fownych na mocy ustawy prawo
lowieckie. Pozostaje to w zgodzie z ustawa o ochronie przyrody w Polsce z dnia
16.04.2004 (Dz.U. z 2004 r. Nr 92, poz. 880) w $wietle ktorej, cytujac za art. 2: ,,Ochrona
przyrody, w rozumieniu ustawy, polega na zachowaniu, zréwnowazonym uzytkowaniu oraz

odnawianiu zasobow, tworow i sktadnikow przyrody”.

Zastosowanie markerow molekularnych w badaniach populacyjnych

Markery molekularne stanowia makromolekuty biologiczne wystepujace w postaci
czasteczek DNA lub biatek, ktore stwarzaja genetyczne ramy do badan z zakresu ekologii
behawioralnej, pokrewienstwa oraz filogenezy (Avise 2008).

Wsrdd markerdw, najczesciej i najchegtniej wykorzystywanym w badaniach
z zakresu filogeografii jest mitochondrialny DNA, ktory czgsto jest uwazany za niemal
idealne narzgdzie genetyczne, niezastapione w badaniach populacyjnych
I filogeograficznych oraz uzywane do odtwarzania historii ewolucyjnej populacji (Avise
2000). Z kilku powodéw mtDNA jest dobrym wskaznikiem zmiennosci
wewnatrzgatunkowej. Po pierwsze, mtDNA wystepujacy w komoérce w bardzo wielu
kopiach, jest czasteczka haploidalna, w obrgbie ktorej nie zachodzi rekombinacja. Po
drugie, jest on zazwyczaj dziedziczony wylacznie w linii zenskiej, co podkresla jego
zastosowanie w przeprowadzanych na szeroka skalg analizach filogeograficznych
u gatunkow, u ktorych samice sa plcia zdecydowanie bardziej filopatryczna niz samce
(Steen 1 wsp. 2006; Keis 1 wsp. 2013). Mitochondrialny DNA jest ponadto wysoce
zmienny w naturalnych populacjach zwierzat ze wzglgdu na wysokie tempo mutacji
w porownaniu do jadrowego DNA, co pozwala wnioskowac¢ o niedawnych wydarzeniach
demograficznych w populacji (Finger i Klank 2010). Przypuszcza si¢ rowniez, ze mtDNA
ewoluuje w prawie neutralny sposob, a poziom rozbiezno$ci mtDNA powinien z grubsza
odzwierciedla¢ czasy rozejscia si¢ poszczegolnych linii (Galtier i wsp. 2009). Stopien
dywergencji genetycznej pomigdzy liniami ewolucyjnymi, wywodzacymi si¢ z réznych
refugiow glacjalnych, wykazuje wahania zar6wno w przypadku réznych, jak 1 siostrzanych

gatunkow (Hewitt 2011a). Znaczny stopien dywergencji moze wskazywac przede

24



wszystkim na dtugi okres, w ktérym poszczegodlne linie pozbawione byly efektywnego
kontaktu, czy tez brak istotnego przeptywu gendéw. Uzycie dobrze skalibrowanego zegara
molekularnego pozwala wyznaczy¢ przyblizony czas ich rozdzielenia sig.

Badania filogeograficzne przeprowadzane w oparciu o analizy mitochondrialnego
DNA, pozwalajace bada¢ procesy historyczne zachodzace w populacjach i gatunkach,
odgrywaja rowniez bardzo istotna rolg przy podejmowaniu decyzji z zakresu ich ochrony
1 zarzadzania (Davison i wsp. 2011; Swenson 1 wsp. 2011). Dodatkowo uwaza sig, ze
mtDNA jest najlepszym narzedziem do rozwiazywania probleméw taksonomicznych (Wan
I wsp. 2004), do identyfikowania regionéw endemizmu (Proudfoot i wsp. 2006) oraz
jednostek ewolucyjnie istotnych (ESU; Wan i wsp. 2004).

Mitochondrialny DNA jest markerem genetycznym, ktory pokazuje linig
ewolucyjna wylacznie jednego z rodzicow, w zwiazku z czym moze w nieprawidtowy
sposob odzwierciedla¢ historig calej populacji. Co wigcej, nierzadko istnieja znaczne
réznice w dostosowaniu lub zdolnosci dyspersyjnej pomigdzy poszczegdlnymi ptciami
(Palumbi i Baker 1994). Dlatego tez istotne wydaje si¢ przeprowadzenie analiz
uwzgledniajacych markery dziedziczone rowniez w linii ojcowskiej, jak 1 markery
autosomalne.

Badania zmiennosci markerow genetycznych znajdujacych si¢ na niepodlegajacym
rekombinacji chromosomie Y, wykorzystywane sa do wykrywania rozmieszczenia
meskich linii ewolucyjnych i do oceny relatywnego udziatu samcow w ksztaltowaniu
struktury populacji (Hellborg 1 Ellegren 2003). Jak podaja Autorzy (2003), informacje na
temat otrzymanych haplotypéw sekwencji chromosomu Y sa dobrym uzupetieniem
danych uzyskanych dla markerow identyfikujacych linie matczyne u samic w mtDNA,

a takze, po porownaniu z dywergencja genéw jadrowych i mitochondrialnych, moga by¢
wykorzystane do oceny stopnia dyspersji samcow. Generalnie, liczne analizy markerow
znajdujacych si¢ na chromosomie Y, ktory jest bardzo podatny na dziatanie dryfu
genetycznego (Hurles 1 Jobling 2001), u r6znych gatunkow ssakdéw, migdzy innymi

u bydta (Bos taurus), rysia (Lynx lynx) i renifera dowodzg istnienia bardzo niskiego
poziomu zmiennosci nukleotydowej lub wrecz jej braku (Hellborg i Ellegren 2004).
Potencjalne czynniki, mogace wythumaczy¢ tak niski poziom zmiennosci genow
zlokalizowanych na chromosomie Y obejmuja selekcje, poligyniczny system kojarzenia,

wzOr migracji, czy tez mechanizmy obnizajace efektywna wielko$¢ populacji samcow
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(Hellborg i Ellegren 2004). Z drugiej strony, analizy czterech intronow z grupy YCATS
(ang. Y chromosome conserved tagged sequences, Hellborg i Ellegren 2003) u ryjowki
malutkiej (Sorex minutus) w Europie pozwolity zidentyfikowa¢ cztery linie ewolucyjne,
ktore pozostaja w opozycji do pigciu linii stwierdzonych w oparciu o analizy mtDNA
(McDevitt i wsp. 2010).

Drugim chromosomem pici jest chromosom X, ktéry z uwagi na posiadane cechy
jest wyjatkowy 1 unikalny w ssaczym genomie (Ross 1 wsp. 2005). Samice dziedzicza
chromosom X od kazdego z rodzicow, natomiast samcom przekazywany jest pojedynczy,
matczyny chromosom X. Chromosom X ma bardzo konserwatywny charakter, co jest
konsekwencja jego ewolucji. Chromosomy plci wyewoluowaly z pary autosomow w ciagu
ostatnich 300 milionéw lat. W trakcie tego procesu oryginalne, funkcjonalne elementy
zostaty zachowane na chromosomie X, podczas gdy Y utracit praktycznie wszystkie §lady
ancestralnego autosomu, tacznie z genami, ktore dzielit z chromosomem X (Ohno 1973;
Ross i wsp. 2005). Hellborg i Ellegren (2004) postuluja, ze zmienno$¢ nukleotydowa
genoéw zlokalizowanych na chromosomach ptci powinna by¢ blisko trzy razy wigksza na
XniznaY.

Duza popularno$cia w analizach populacyjnych cieszy si¢ rowniez mikrosatelitarny
DNA, ktory stanowia krotkie, powtarzajace si¢ sekwencje kilku nukleotydow, losowo
wystgpujacych w genomie i zlokalizowanych z reguty na autosomach (Goldstein
i Schlotterer 2000). Wigkszo$¢ loci ma charakter neutralny, a rozmieszczenie geograficzne
poszczegolnych alleli odzwierciedla wzor przeptywu genéw w populacjach.
Charakteryzuja si¢ one znacznym polimorfizmem liczby powtorzen danego motywu nawet
migdzy blisko spokrewnionymi liniami, w zwiazku z duza czgsto$cia mutacji, szacowana
na 10 — 10 na locus na pokolenie (Zhang i Hewitt 2003; Semagn i wsp. 2006). Analizy
mikrosatelitarnego DNA sa szeroko wykorzystywane do identyfikacji osobnikow
1 wyznaczenia pokrewienstwa genetycznego mi¢dzy osobnikami, a takze do okreslenia
parametréw wewnatrzpopulacyjnej zmiennosci genetycznej. Mikrosatelitarny DNA jest
narzgdziem z powodzeniem stosowanym do okre$lania zr6Znicowania migdzy populacjami
1 poziomu przeptywu genéw migdzy nimi. Ponadto, jego zastosowanie w badaniach
ekologicznych 1 zwiazanych z ochrong gatunkowa pozwala identyfikowa¢ zmiany
demograficzne zachodzace w populacjach, takie jak efekt waskiego gardta, zmiany

w efektywnej wielkosci populacji (Ne) oraz wykrywac dryf genetyczny, jak rowniez
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definiowac¢ jednostki zarzadzania (MU; Olivieri i wsp. 2008; Orsini i wsp. 2008; Finger

I Klank 2010). Analizy mikrosatelitarnego DNA wykorzystywane sa rowniez w celu
potwierdzenia istnienia linii ewolucyjnych u gatunkow, stwierdzonych wczesniej

w oparciu o analizy mtDNA oraz wyznaczenia stref kontaktu miedzy nimi. W oparciu

o loci mikrosatelitarne potwierdzono u zaby moczarowej na obszarze postglacjalnym
Europy Poélnocnej bardzo silny podzial na lini¢ Zachodnia i Wschodnia, wyznaczony na
podstawie analiz mtDNA 1 jednocze$nie zidentyfikowano miedzy liniami, ktore
skolonizowaty Europg Péinocna z refugium Karpackiego 1 wschodniego, strefe kontaktu
zlokalizowana w Szwecji Poéinocnej (Knopp 1 Merild 2009). W przypadku, gdy proces
kolonizacji obszarow postglacjalnych zachodzit z r6znych kierunkéw, znajduje to swoje
odzwierciedlenie we wzroscie zmiennosci allelicznej w obrebie gatunkéw. Populacje,
ktore wywodza si¢ z r6znych refugiow, posiadaja zazwyczaj odmienne zestawy alleli,

z potencjalnie inng zdolnoscia do adaptacji, co moze mie¢ wplyw na ich przezycie

w zmieniajacych si¢ srodowiskach (Liukkonen-Anttila i wsp. 2002). Ponadto, dystans
genetyczny pomiedzy sasiadujacymi populacjami, wykazujacymi inne zestawy alleli, moze
w strefie kontaktu by¢ wyzszy niz oczekiwany jedynie z dystansu geograficznego (Knopp
i Merild 2009).

Natomiast geny kompleksu zgodnosci tkankowej (ang. major histocompability
complex, MHC) odgrywaja kluczowa rolg w odpowiedzi immunologicznej kregowcow
(Klein 1986; Janeway i wsp. 2004). Charakteryzuja sig¢ one przede wszystkim znaczna
zmiennoScia alleli, ich dtuga trwatoscia czasowa 1 wysoka heterozygotycznoscia (Klein
i wsp. 1993). W zwiazku z tym, ze wysoka zmienno$¢ loci MHC potencjalnie przyczynia
si¢ do wzrostu odpornosci przeciwko patogenom wystgpujacym w Srodowisku oraz do
przezycia gatunkéw, ich badania maja zasadnicze znaczenie przy projektowaniu planow
ochronnego zarzadzania gatunkami zwierzat (Yasukochi i wsp. 2012). Jedna
z zaobserwowanych zaleznosci jest istnienie niskiego polimorfizmu genow MHC
w populacjach wyspowych, podczas gdy populacje zamieszkujace lad staly utrzymuja
zdecydowanie wyzsza zmienno$¢, jak to ma miejsce migdzy innymi w populacjach szczura
australijskiego (Rattus fuscipes greyii; Seddon i Baverstock 1999), czy tez skalniaka
(Petrogale lateralis) nalezacego do kangurowatych (Mason i wsp. 2010). Wiele badan
przeprowadzonych na dzikich ssakach, wykazuje zwiazek pomigdzy niskim poziomem

zmiennosci gendéw MHC i spadkiem dostosowania (Yasukochi i wsp. 2012). Ponadto,
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populacje, czy tez gatunki, ktore sa zagrozone wyginigciem, badz tez doswiadczyty

w przesztosci efektu waskiego gardta, charakteryzuja si¢ zredukowanym poziomem
zmiennosci loci MHC (Spielman i wsp. 2004; Babik i wsp. 2005, 2009; Mainguy i wsp.
2007; Radwan i wsp. 2007). Péinocna populacja stonia morskiego (Mirounga
angustirostris), ktora doswiadczyta w przesztosci redukcji liczebnos$ci, wykazuje znacznie
mniejsza zmienno$¢ w locus DQB, w poréwnaniu z potudniowa populacja stonia
morskiego (Mirounga leonina), ktéra nie przeszta przez bottleneck (Lento i wsp. 2003;
Weber 1 wsp. 2004; Yasukochi i wsp. 2012). Pomimo iz wiele badan wykazuje korelacje
pomigdzy zmiennoscia loci MHC i odpornoscia przeciwko chorobom infekcyjnym, nie
wydaje si¢ jednak, by byta to zasada uniwersalna. Zmienno$¢ genetyczna MHC u uchatki
kalifornijskiej (Zalophus californianus), ktora jest gatunkiem w znakomitej kondycji, jest
zdecydowanie mniejsza niz u innych gatunkow ssakow (Bowen 1 wsp. 2002, 2004).

Z kolei, bardzo niski poziom lub wrgcz brak zmienno$ci, migdzy innymi w locus DRB

u kozta $nieznego (Oreamnos americanus; Mainguy i wsp. 2007), najprawdopodobniej nie
wplywa na wzrost podatno$ci na choroby (Mikko i wsp. 1999). Zredukowana zmiennos¢
w loci MHC moze by¢ efektem redukcji liczebnosci populacji w trakcie postglacjalnej
ekspansji odbywajacej sig¢ na terenach umiarkowanych i borealnych (Babik i wsp. 2009).
Geny MHC znajduja si¢ potencjalnie pod wpltywem doboru naturalnego, a gtdownym
zrddtem doboru dziatajacym na ich zmiennos$¢ wydaje sig by¢ presja pasozytoéw (Paterson
i wsp. 1998; Hedrick i Kim 2000; Lachish i wsp. 2007). Druga istotna sita ewolucyjna
odgrywajaca role w ewolucji MHC jest dryf genetyczny. Przy czym dobor naturalny moze
dziata¢ przez krotki okres czasu, jednak $lady jego dzialania moga by¢ widoczne we
wzorcach zmiennos$ci sekwencji przez tysiace pokolen (Garrigan i Hedrick 2003).

Z drugiej strony, szereg badan poréwnujacych zmienno$¢ genow MHC ze zmiennoscia
loci neutralnych pokazuje, ze kiedy wielko$¢ populacji jest niewielka, zmienno$¢ gendw
MHC moze by¢ ksztattowana glownie przez procesy demograficzne 1 dryf genetyczny
(Radwan 1 wsp. 2010). Analizy wzorcéw zmiennosci loci MHC czgsto dostarczaja
dowodow na dziatanie nie tylko doboru, ale takze dryfu genetycznego (Aguilar i Garza
2006; Alcaide i wsp. 2007; Babik i wsp. 2008; Oliver i wsp. 2009). Wzor potudniowe;j
,,0bfitosci” 1 potnocnego ,,ubdstwa” obserwowany w neutralnie ewoluujacych loci, takich
jak mtDNA czy tez mikrosatelitarny DNA u gatunkéw zamieszkujacych regiony, na ktore

oddziatywaty oscylacje plejstocenskiego klimatu, znajduje swoje odzwierciedlenie rowniez
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w badaniach loci MHC. Sugeruje on, ze zdarzenia demograficzne odegraty decydujaca rolg
w ksztattowaniu zmiennosci loci MHC w populacjach z terenéw péinocnych (Babik i wsp.
2009).

Historia populacji osia na swiecie i w Polsce

Los (Alces alces, Linnaeus 1758) jest drugim co do wielko$ci, zaraz po zubrze
(Bison bonasus), zyjacym przedstawicielem ssakow ladowych Europy. Reprezentuje on
rzad parzystokopytnych (Artiodactyla), rodzing jeleniowatych (Cervidae), liczaca 40
gatunkow wystepujacych na catym $wiecie (Grubb 1993). Wedlug nowego podziatu
zaproponowanego przez Gilberta i wsp. (2006), w sktad rodziny Cervidae wchodzi
podrodzina Cervinae, ztozona ze szczepow Cervini (Cervus, Axis, Rucervus i Dama)
I Muntiacini (Muntiacus i Elaphodus) oraz podrodzina Capreolinae, ze szczepami Alceini
(Alces), Capreolini (Capreolus i Hydropotes) oraz Odocoileini (Blastocerus,
Hippocamelus, Mazama, Odocoileus, Ozotoceros, Pudu i Rangifer). Trzy szczepy
podrodziny Capreolinae powstaly w Azji Centralnej w trakcie miocenu/pliocenu, natomiast
plemiona Alceini i Capreolini wyodrgbnity si¢ od Odocoileini podczas pliocenu okoto 7,4
miliona lat temu (Breda i Marchetti 2005; Gilbert i wsp. 2006). W Europie wystgpuje pigé
rodzajow nalezacych do rodziny Cervidae, sposrod ktérych w faunie Polski obok tosia
wystepuje jelen szlachetny, daniel (Dama dama) i sarna europejska. Szczep Alceini, do
ktorego zaliczamy wszystkich przedstawicieli rodzaju Alces, powstat okoto 1,5 miliona lat
temu, podczas wczesnego plejstocenu w Azji Centralnej, wzglednie w Europie (Heintz
i Poplin 1981; Thouveny i Bonifay 1984; Kahlke1990). Z drugiej strony, Kostron (1938)
dokumentuje, ze to§ wywodzi sig z pliocenu, trwajacego okoto 2,7 miliona lat (5 333 000 —
2 588 000 lat temu), przy czym liczniej zostal odnotowany dopiero okoto 1 miliona lat
temu w plejstocenie, a wigc w okresie z ktoérego pochodza europejskie znaleziska
szczatkOw losia, jelenia, zubra czy mamuta (Sommer i Nadachowski 2006). Wspotczesnie
zyjacy gatunek Alces alces wyewoluowat z kolei w Azji, a nastgpnie dokonat kolonizacji
Europy oraz Ameryki Poéinocnej (Hundertmark i wsp. 2002a, b). Najwczesniejsze
znalezione do tej pory skamieniato$ci nalezace do gatunku Alces alces datowane sg na

mniej wigcej 100 000 lat temu, a sama transformacja z A. latifrons w A. alces zaszta
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w Eurazji migdzy 200 000 a 100 000 lat temu, a wigc w gornym plejstocenie (Lister 1993).
Z drugiej strony, Guthrie (1995) na podstawie znalezionych skamieniato$ci sugeruje
znacznie pozniejsze powstanie gatunku Alces alces i obecno$¢ jego domniemanego
przodka, A. latifrons, na obszarze cie$niny Beringa jeszcze jakie$ 35 000 lat temu.
Skamienialo$ci znalezione na kontynencie europejskim wskazuja, ze zasigg wystgpowania
tosia w okresie prehistorycznym oraz w p6znym plejstocenie obejmowat cata Europg
Potnocna i Srodkowa, na potudniu siegajac po Rumunig, Wiochy Pétnocne oraz Pireneje

1 doktadnie pokrywat si¢ z zasiggiem renifera (Dzigciotowski 1 Pielowski 1993; Schmélcke
I Zachos 2005). W trakcie szczytu ostatniego zlodowacenia 10§ przetrwat w refugium
Batkanskim, na Poétwyspie Apeninskim oraz w Karpatach (Sommer i Nadachowski 2006).
Lo$ nalezy do grupy duzych ssakow, ktore jako jedne z pierwszych dokonaly ponowne;j
kolonizacji Europy Centralnej postepujacej w miarg zaniku pokrywy lodowej po ostatnim
LGM (Willms 1987; von Koenigswald 2002; Schmolcke i Zachos 2005).

Analizy regionu kontrolnego mitochondrialnego DNA u tosia pozwolity
zidentyfikowac trzy haplogrupy: azjatycka, europejska i potnocnoamerykanska, ktorych
rozmieszczenie jest SciSle zwigzane z kontynentami, na ktorych wystgpuje 1o$
(Hundertmark i wsp. 2002a). Z uwagi na brak kalibracji tempa mutacji dla tosia wydaje
sig, ze data rozdzielenia si¢ poszczegolnych haplogrup oraz data Swiatowej demograficznej
ekspansji tosia, pozostaja otwartymi hipotezami. Mikko 1 Andersson (1995), bazujac na
sekwencjach regionu kontrolnego mitochondrialnego DNA 1 wykorzystujac tempo mutacji
dla cztowieka (Stoneking i wsp. 1992) oraz dla bydta domowego i bizona (Bison bison;
Loftus 1 wsp. 1994), wyznaczyli czas rozdzielenia si¢ tosi wystgpujacych w Szwecji
1 Ameryce Potnocnej na blisko 350 000 do 165 000 lat temu. Z drugiej strony Hundertmark
1 wsp. (2002a) opierajac si¢ na tempie mutacji regionu kontrolnego mtDNA
przewidzianym dla bydla domowego (Bradley i wsp. 1996) oraz zubra (Burzynska i wsp.
1999), okreslili czas rozdzielenia sig tosi z haplogrupy Azjatyckiej i Europejskiej na
38 000 i 30 000 lat temu, natomiast tosi azjatyckich i potnocnoamerykanskich na 27 000
i 21 500 lat temu. Bazujac na wspomnianym tempie mutacji Hundertmark i wsp. (2002a)
ustalili, Ze czas ekspansji tosi eurazjatyckich miat miejsce prawdopodobnie 59 000
i 47 000 lat temu oraz, ze w stosunku do tosi z Ameryki Pétnocnej, tosie eurazjatyckie
przeszty ekspansje 4,2 razy wczesniej. Porownujac jednak tosia z innymi gatunkami

Z rodziny Cervidae, przedstawione wyniki wydaja si¢ by¢ nieco zaskakujace. Matosiuk
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i wsp. (W recenzji) w oparciu o potaczone sekwencje regionu kontrolnego i cytochromu b
mitochondrialnego DNA ustalili czas rozdzielenia si¢ linii Wschodniej i Zachodniej sarny
europejskiej na okoto 350 000 — 290 000 lat temu, natomiast linii w obrebie sarny
syberyjskiej (Capreolus pygargus) na blisko 370 000 lat temu. Co wigcej, analizy regionu
kontrolnego mtDNA u jelenia szlachetnego wskazuja, ze dwie linie europejskie, Zachodnia
i Wschodnia, wyodrebnity si¢ najprawdopodobniej mniej wigeej 272 300 lat temu (Skog

i wsp. 2009).

Rozmieszczenie geograficzne tosia w Europie w petni odzwierciedla przemiany
klimatyczne i sSrodowiskowe, jakie zaszly po ustapieniu ostatniego zlodowacenia, a wigc
okoto 12 000 — 10 000 lat temu (Raczynski 2006). Procesowi kolonizacji Europy przez
tosie sprzyjata, wykorzystywana przez nie w ich pelnym cyklu rocznym bogata baza
zerowa, ktora stanowity zakrzewienia tozowe i wierzbowo-brzozowe w bagiennych
obnizenia i dolinach rzek. Okres borealny holocenu, trwajacy okoto 9 000 — 8 000 lat temu,
ktory zwiazany byt z rozwojem boréw sosnowych oraz laséw liSciastych na zyznych
siedliskach, byl najprawdopodobniej najbardziej korzystnym dla tosia okresem
klimatycznym, jaki wystapit na kontynencie europejskim. Wowczas to, miedzy innymi,
losie skolonizowaty obszar Skandynawii, a trasy kolonizacji wiodly przez Niemcy do
Szwecji oraz z Rosji przez Kareli¢ do Finlandii i Szwecji Péinocnej (Schmdolcke i Zachos
2005). Haplotypy mtDNA stwierdzone u tosi ze Szwecji reprezentuja wyjatkowa w skali
haplogrupy Europejskiej gataz ewolucyjna, ktora skolonizowata ten region z potudnia,
prawdopodobnie z innego refugium glacjalnego niz pozostate tosie w Skandynawii
nalezace do kladu grupujacego haplotypy typowe dla tosi wystepujacych w Europie
Wschodniej (Hundertmark i1 wsp. 2002a). Populacja w Szwecji, w ktorej zidentyfikowany
zostat unikalny wariant genetyczny mitochondrialnego DNA, wyraznie r6zny od
pozostatych stwierdzonych w Europie haplotypow, uznana zostata za populacjg reliktowa
(Hundertmark i wsp. 2002a).

Analizy rozmieszczenia i liczebnosci tosia w Europie wykazatly, ze oba te
parametry charakteryzuja si¢ bardzo duzymi wahaniami. Zapisy historyczne i wykopaliska
archeologiczne wskazuja, iz jeszcze kilkaset lat temu to§, ktory licznie wystgpowal w catej
strefie lesnej Europy, w czasach historycznych podzielit los tura, zubra i tarpana (Equus
gmelini), ulegajac presji gwattownie rozwijajacej si¢ populacji ludzkiej (Raczynski 2006).

W okresie od $redniowiecza do polowy XIX wieku w wyniku ktusownictwa oraz
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rosnacego popytu na skéry przeznaczone na wyposazenie armii carskiej, to$ zostat
wytepiony w wigkszosci krajow Europy Zachodniej i Srodkowej. Na poczatku XIX wieku
zostal uznany za gatunek bliski wygini¢cia w tych krajach Europy, w ktorych obecnie
tworzy trwale 1 stabilne populacje, mianowicie w Szwecji, Finlandii, Rosji czy Polsce
(Riilcker i Sétlfelt 1986; Schmdlcke i Zachos 2005). W wiek XX populacja tosi weszia

W stanie powaznego zagrozenia wygini¢ciem w obrgbie catego geograficznego zasiggu
tego gatunku (Raczynski 2006).

Lo$ stanowit istotny element fauny Polski od konca epoki lodowcowej do
wczesnego okresu Sredniowiecza (Wyrost 1993; Guminski 2003). Na poczatku XIX wieku
nastapito zatamanie liczebno$ci populacji tosia do tego stopnia, ze tylko lasy w okolicach
Rajgrodu w dolinie Biebrzy stanowitly wowczas najbardziej na zachdd wysunigta ostoje
tego gatunku na ziemiach polskich (Brincken 1826). Taki obraz przedstawiajacy
rozmieszczenie tosia w Polsce nie ulegt zasadniczym zmianom az do okresu
migdzywojennego, kiedy gatunek ten wystepowat jedynie we wschodnich rejonach
Rzeczpospolitej (Raczynski 2006). Autochtoniczna populacja, ktora przetrwata I wojne
$wiatowa, byta grupa kilku — kilkunastu osobnikéw zamieszkujacych doling Biebrzy, ktora
jeszcze przed wojna zostata poddana specjalnej ochronie obszarowej, zwiazanej
z utworzeniem w 1925 roku rezerwatu Czerwone Bagno, majacej na celu zachowanie
ciaglo$ci wystgpowania tego rzadkiego wowczas w Polsce gatunku (Lublinerowna 1935).
Bytujacej tu populacji tosi, ztozonej z zaledwie kilku — kilkunastu osobnikow, nie tylko
udato si¢ przetrwac okres I wojny swiatowej, ale takze w latach 50. XX wieku dac
poczatek stadu, ktore ztozone z potomkow rodzimej, autochtonicznej populacji, stanowito
kontynuacj¢ pierwotnego zasiedlenia tych ziem (Dzigciotowski i Pielowski 1993;
Raczynski 2006). Dzigki rozporzadzeniu Ministra Lesnictwa z 1952 roku, losie zostaty
w Polsce objgte ochrong petna, ktorej podlegaty do momentu ukazania si¢ ustawy z dnia
17 czerwca 1959 roku "O hodowli, ochronie zwierzqt townych i prawie towieckim”,
zgodnie z ktora tosie zostaty wpisane na listg zwierzat townych z calorocznym okresem
ochronnym, co w praktyce oznaczato zachowanie statusu ochronnego dla tego gatunku
(Raczynski 2006).

Obok tej rozwijajacej si¢ od konca lat 40. XX wieku autochtonicznej populacji
biebrzanskiej, dynamiczny rozwoj przezywata takze populacja tosia w Kampinoskim

Parku Narodowym. W przeciwienstwie jednak do losi z doliny Biebrzy, populacja ta
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zostala zatozona przez cztowieka w 1951 roku w wyniku translokacji trzech mtodych klgp
i dwoch bykow z Biatorusi (Dzigciotowski i Pielowski 1993). Przez blisko siedem lat
osobniki te i ich potomstwo trzymane byty w specjalnie do tego celu przygotowanej
zagrodzie, ktora po kilku latach usunigto, pozwalajac, by tosie utworzyty populacj¢
wolnosciowa (Dzigciotowski 1 Pielowski 1993). Ggbczynska i Raczynski (1999) wysungli
przypuszczenie, ze to przede wszystkim dzigki tej dynamicznie rozwijajacej si¢ populacji
kampinoskiej, to$ kolonizowat niezasiedlone przez ten gatunek tereny Polski Zachodniej

i tworzyt tam lokalne populacje wykazujace cechy silnych ekologicznie grup z szansami
przetrwania w dtuzszej perspektywie.

Po 1l wojnie swiatowej areat wystgpowania, jak i liczebno$¢ populacji tosi ulegty
tendencji wzrostowej, doprowadzajac do pomyslnego, aczkolwiek nieoczekiwanego
odradzania sig tego gatunku w granicach jego areatu, zwtaszcza w Syberii Zachodniej
1 Kazachstanie, oraz w strefie nadbaltyckiej. Szczyt tego rozwoju, nazywany ,,eksplozja
demograficzna tosia” przypadt na okres lat 50 — 70. ubieglego wieku, a wsrod glownych
przyczyn tego zjawiska wskazywane byty procesy przyrodnicze, takie jak wyrab
drzewostandow, odnowienia laséw gatunkami preferowanymi przez tosie, w szczego6lnosci
sosna, zalesienia gruntow porolnych i zadrzewienia zainicjowane przez cztowieka
synchronicznie w calej strefie wystepowania gatunku oraz systemowe tepienie w tym
czasie wilka (Lenkowa i Panfil 1973; Raczynski 2006). Polska, jako kraj potozony na
zachodnim skraju kontynentalnego zasiggu tosia, wkrotce znalazta si¢ w strefie
oddzialywania tej tendencji populacyjnej (Raczynski 2006). Szczyt liczebnosci populacja
tosi osiagneta w Polsce w 1981 roku, kiedy wielkos$¢ krajowej populacji, wedtug
urz¢dowej statystyki lowieckiej, zostala oszacowana na blisko 6 200 sztuk (Dzigciotowski
i Pielowski 1993; Gebcezynska i Raczynski 2001). Obok ochrony, umiarkowanego
pozyskania oraz intensyfikacji gospodarki lesnej, wazna rol¢ w odbudowie liczebnosci tosi
odegrata rowniez imigracja osobnikdw przez potnocna i wschodnia granice Polski. Wedlug
hipotezy zaproponowanej przez Raczynskiego (2006) imigracja tosi do Polski z terytorium
Biatorusi, Litwy, Obwodu Kaliningradzkiego oraz Ukrainy byta bardzo waznym
czynnikiem, poniewaz potencjat rodzimej populacji biebrzanskiej nie mégt zapewnic
takiego wzrostu poglowia, jakie dokonywato si¢ w tym regionie. Niestety, nadmierna
eksploatacja fowiecka, jaka miata miejsce w latach 80. i 90. ubieglego wieku wkrotce

doprowadzila jednak do ponownej, znacznej redukcji poglowia losia do 1/4 stanu
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liczebnego w stosunku do poczatku lat 80. XX wieku, a wigc spadek byt wigkszy niz 75%.
W efekcie tych procesow istotnie skurczyt si¢ takze zasigg wystgpowania tosia w Polsce.
Dopiero decyzja Ministra Srodowiska z 2001 roku wprowadzajaca moratorium na odstrzat
losia, po dwunastu latach jego obowiazywania pozwolita na odbudowe stanu liczebnego
populacji. Wedtug urzedowej statystyki obejmujacej obwody towieckie i wazne dla tosia
parki narodowe, stan tosi wzrdst w 2013 roku do okoto 16 000 osobnikéw. Inwentaryzacja
tosi, podobnie jak innych jeleniowatych, za pomoca dostgpnych narzedzi 1 metod
obarczona jest jednak powaznymi ograniczeniami, o czym $wiadcza dane Polskiego
Zwiazku Lowieckiego, wedtug ktérych w Polsce w 2013 roku liczebno$¢ tosi oceniono na
10 000 sztuk.

Obecnie to$ zasiedla znaczne obszary Polski, wérod ktérych mozemy wyroznié trzy
podstawowe ostoje: najwigksza, bo obejmujaca okoto 70% wszystkich Zyjacych
osobnikéw, to Polska péinocno-wschodnia wraz z autochtoniczng populacja tosi w dolinie
Biebrzy, nastgpnie populacja w Kampinoskim Parku Narodowym i okolicznych
nadles$nictwach, utworzona przez potomkoéw osobnikéw reintrodukowanych z Biatorusi,

a nawet wskutek wtornych translokacji z Puszczy Bialowieskiej przez potomkéw byka

0 szwedzkim rodowodzie (Karpinski 1951) oraz Poleski Park Narodowy. Ggbcezynska

I Raczynski (2004) sugerowali, ze populacja biebrzanska, ktora zasiedlita obszar doliny
Biebrzy najprawdopodobniej po ostatnim zlodowaceniu jest autochtoniczna i moze
stanowi¢ relikt szerszego, holocenskiego zasiggu tego gatunku. Populacja ta doswiadczyla
serii licznych redukceji liczebno$ci w czasach historycznych, od stuleci stanowita
potudniowo-zachodni skraj naturalnego zasiggu tosia w Europie 1 byta w znacznym

stopniu izolowana od innych europejskich populacji tego gatunku (Raczynski 2006).
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W niniejszej pracy sformulowalam nastepujace cele:

CEL 1: Okreslenie struktury genetycznej unikalnej w skali Europy Srodkowej populacji
tosi w dolinie Biebrzy za pomoca roznych klas markerow molekularnych:

» potwierdzenie, ze w populacji biebrzanskiej wystepuja warianty genetyczne
zdecydowanie rozniace si¢ od pozostatych stwierdzonych w Europie,

» oszacowanie stopnia dywergencji genetycznej oraz czasu rozdzielenia sig linii
mitochondrialnego DNA reprezentujacej tosie biebrzanskie od innych linii
ewolucyjnych tosia w Polsce i Europie,

» wykazanie, ze populacja tosi w dolinie Biebrzy jest odrgbna genetycznie od
populacji z ktérymi sasiaduje,

» Wwyznaczenie poziomu zmiennosci genetycznej w wybranych populacjach tosi
w Polsce,

» okreslenie struktury pokrewienstwa osobnikow w wybranych populacjach tosi

w Polsce.

CEL 2: Wyznaczenie czynnikdw wptywajacy na obecne zréznicowanie genetyczne
migdzy populacjami tosi w Polsce:
» zweryfikowanie hipotezy, ze zmienno$¢ genetyczna w matych populacjach jest
mniejsza niz w duzych,
» okreslenie poziomu efektywnej dyspersji osobnikow roznej pici,
» przetestowanie, czy w populacjach tosi obecny jest sygnat dziatania doboru

naturalnego.

CEL 3: Wyznaczenie zrddet 1 kierunkow powojennej ekspansji fosia w Polsce za pomoca
r6znych klas markerow 1 o r6znym sposobie dziedziczenia:
» wyznaczenie liczby i rozmieszczenia odregbnych genetycznie grup populacji tosi
w Polsce,
» okreslenie roli imigracji, translokacji osobnikéw z ré6znych populacji spoza Polski
oraz ekspansji autochtonicznej populacji tosi z doliny Biebrzy w ksztaltowaniu

obecnej struktury genetycznej populacji tosi w Polsce.
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MATERIAL I METODY

Obiekt badan

Taksonomia gatunku

Los (Alces alces Linnaeus, 1758) jest ssakiem nalezacym do rzedu
parzystokopytnych (Artiodactyla), rodziny jeleniowatych (Cervidae), podrodziny
Capreolinae, szczepu Alceini, rodzaju Alces (Pucek 1984; Gilbert i wsp. 2006). Flerov
(1952) na podstawie zréznicowania morfologicznego wyrdznit w obrebie rodzaju Alces
dwa gatunki: A. alces wystepujacy w Europie i Azji Zachodniej oraz A. americana
w Ameryce Péinocnej 1 Azji Wschodniej. Hipoteza ta znalazta swoje potwierdzenie
w badaniach polimorfizmu chromosomowego, mianowicie u osobnikéw euroazjatyckich
stwierdzono kariotyp 2N = 68 (Gustavsson i Sundt 1968), podczas gdy u tosi z Ameryki
Potnocnej i Azji Wschodniej kariotyp 2N = 70 (Hsu 1 Benirschke 1973; Boeskorov 1996).
Roznica ta interpretowana jest jako efekt mutacji typu Robertsona dwoch
akrocentrycznych chromosomoéow w pojedynczy chromosom metacentryczny lub
odwrotnie. Sipko i Kholodova (2009) argumentuja, ze pod koniec okresu glacjalnego
zachodniosyberyjskie i wschodniosyberyjskie populacje tosi byty skutecznie izolowane od
siebie wskutek obecnosci bariery, jaka stanowito jezioro Mansi, dwa razy wigksze niz
Morze Czarne, co mogtoby thumaczy¢ réznice w liczbie chromosomdéw obserwowane
wspotczesnie pomiedzy populacjami zachodnimi i wschodnimi. Dodatkowym poparciem
zaproponowanego przez Flerova (1952) podziatu okazaly sig analizy regionu kontrolnego
mtDNA (mtDNA-cr) przeprowadzone przez Mikko i Andersson (1995), ktére wykazaty,
ze u tosi z Ameryki Péinocnej wystepuje delecja o dlugosci 75 par zasad, nieobecna u tosi
europejskich. Indel ten zostal znaleziony takze u niektorych tosi w Azji Wschodnie;j
(Hundertmark i wsp. 2002a; Udina i wsp. 2002). Polimorfizm stwierdzony w kariotypach
1 mitochondrialnym DNA skorelowany z geograficznym rozmieszczeniem tosi, wedtug
Hundertmarka i wsp. (2002a) w niewystarczajacy jednak sposob uzasadnia
zaproponowany podzial. Bowyer 1 wsp. (2000) dowodza, ze liczba chromosomoéw nie

powinna by¢ traktowana, jako gtéwny wyznacznik stuzacy do wyrdzniania gatunkéw
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wsrod duzych ssakow. Hundertmark i wsp. (2002a) w celu przetestowania hipotezy
2-gatunkowej, a takze 3-gatunkowej zaktadajacej, ze na kazdym kontynencie wystegpuje
oddzielny gatunek, przeprowadzili analizy mitochondrialnego DNA u tosi. Na podstawie
uzyskanych wynikéw Autorzy (2002a) stwierdzili, ze zaden z zaproponowanych
podzialow nie ma wystarczajacego poparcia i de facto mamy do czynienia z jednym

gatunkiem tosia na calej kuli ziemskiej.

Biologia gatunku

Lo$ preferuje duze kompleksy lesne obfitujace w torfowiska i bagna, zakrzaczone
tereny nadrzeczne, fatwo przystosowuje si¢ rowniez do laséw zagospodarowanych,
potozonych czegsto w poblizu duzych aglomeracji miejskich. Tereny, na ktorych wystepuje,
charakteryzuja si¢ réznorodna baza zerowa, a na jego pokarm sktadaja si¢ rosliny zielne,
liscie, pedy i kora drzew oraz krzewow (Dzigciotowski i Pielowski 1993). Urozmaicenie
diety tosia moga stanowi¢ rosliny podwodne, do zdobycia ktorych osobniki wykorzystuja
swoje dobre umiejgtnosci ptywackie.

Lo$ nalezy do zwierzat, ktorych maksymalna aktywno$¢ dobowa odnotowywana
jest w godzinach porannych i pdznowieczornych. Klgpy wraz z mtodymi tworza stada
ztozone z kilku osobnikéw, do ktérych na czas rui dotaczaja zyjace oddzielnie
1 nieposiadajace bronionego terytorium byki. Ruja trwa od konca sierpnia do polowy
pazdziernika, a jej gldéwne nasilenie przypada w drugiej potowie wrzesnia. Najwigksza
aktywnos$¢ w tym okresie wykazuja byki okoto 10-letnie i klgpy 6 — 8-letnie. W maju i na
poczatku czerwca rodza si¢ mlode w liczbie 1 — 2 sztuk (Dzigciotowski i Pielowski 1993).
U tosia spotykane sa dwie formy poroza, od charakteru ktérych okresla si¢ byka mianem
fopatacza lub badylarza, istnieja takze liczne formy posrednie (Ggbczynska 1 Raczynski
2001). Maksymalna dtugos¢ zycia tosi szacowana jest na okoto 20 lat. Obecnie, kiedy
obowiazuje moratorium na odstrzat tosia, najwazniejsze zagrozenie dla tego gatunku
stanowia drapiezniki, przede wszystkim wilki, zdziczale, walgsajace sig psy 1 bardzo

rzadko rysie (Pucek 1984) oraz pasozyty (Demiaszkiewicz i wsp., dane niepubl.).
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Migracje sezonowe i diugodystansowe

Lo$ nalezy do grupy gatunkéw wykazujacych sezonowe preferencje sSrodowiskowe
1 zerowe (Gegbczynska i Raczynski 1993). Tendencja do sezonowych zmian ostoi letnich
(bagiennych) i zimowych (borowych) jest charakterystyczna, regularnie obserwowana
cecha behawioru pokarmowego populacji bytujacej w dolinie Biebrzy (Gebczynska
i Raczynski 1984). Dolina Biebrzy, poro$nicta w gldwnej mierze przez torfowiska niskie,
jest optymalnym srodowiskiem do rozwoju populacji tosia, anatomicznie przystosowanego
do wedrowek po podmoktych turzycowiskach (Ggbczynska i Raczynski 2001). Badania
prowadzone przez Ggbczynska i Raczynskiego (1997) z wykorzystaniem metody liczen
z powietrza i naziemnej metody probnych pedzen wykazaly, ze w sezonie wegetacyjnym
losie preferuja obszary bagienne, natomiast po pierwszych mrozach, a zwlaszcza po
nadej$ciu $niegdéw, wedruja do otaczajacych je boréw sosnowych porastajacych suche,
mineralne obrzeza doliny, gdzie Zeruja, gldownie w mtodnikach sosnowych. Ruchliwo$¢
tych zwierzat w tym okresie znacznie si¢ zmniejsza, co przektada si¢ na $redni dystans 0,5
—1 km pokonywany w ciagu doby. Jak wynika z obserwacji prowadzonych przez
Gebcezynska 1 Raczynskiego (1997), intensywno$¢ przemieszczen zimowych zwigzana jest
z wysokos$cia pokrywy §nieznej, poniewaz podczas mato $nieznej zimy wiele tosi
pozostawalo na bagnach, gromadzac si¢ w sukcesyjnych zakrzaczeniach. W dolinie
Biebrzy istnieja rowniez takie obszary, jak uroczysko Lisie Nory, ktore ze wzgledu na
bogata baze zerowa, utworzona przez zarosla wierzbowo-brzozowe, petnia role
calorocznych ostoi (Ggbczynska i Raczynski 1984).

Biologia gatunku oraz wymogi Srodowiskowe sprawiaja, ze tosie odbywaja réwniez
wedrowki w ciagu catego roku na dtuzsze dystanse, dajace mozliwos¢ rozszerzenia zasiggu
gatunku, dla ktorych bodZcem moze by¢ przeggszczenie populacji w dotychczasowej ostol,
czy tez wyczerpywanie si¢ bazy zerowej (Dzigciotowski 1 Pielowski 1993). Jako szlaki
migracyjne zwierzeta te wykorzystuja doliny rzeczne, jak np. dolina Sanu, przez ktora
podejmowaty wedréwki na obszar Polski, badz tez przylegle kompleksy lesne, takie jak
Puszcza Augustowska, czgsciowo siggajaca az na Litwe 1 Biatoru$ (Ggbcezynska

1 Raczynski 2004).
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Teren badan

Badania prowadzitam w latach 2007 — 2011 na obszarze gtownego zasiggu tosia
w Polsce (Ryc. 1). Ogotem proby, ktorymi dysponowatam, pochodzity z 27 populacji tosi
z Polski oraz z dwoch populacji spoza granic Polski: z Litwy 1 Niemiec (Ryc. 1, Tabela 1
12). Z obszaru Polski pétnocno-wschodniej, na terenie ktorej bytuje 70% krajowej
populacji gatunku, zebrany przeze mnie material stanowit blisko 49% ogo6tu wszystkich
proéb. Z przyczyn srodowiskowych 1 historycznych najcenniejsza ostoja tosia w Polsce jest
dolina Biebrzy, bedaca ostatnim zachowanym naturalnym kompleksem bagiennym
potozonym na skraju Europy Srodkowej, stanowiacym optimum $rodowiskowe dla tosia
(Gebczynska 1 Raczynski 1984, 1993). W podziale doliny Biebrzy wyr6znione zostaty trzy
baseny: gérny, zwany pdinocnym, o powierzchni 45 tys. ha, obejmujacy odcinek rzeki od
zrédet do przewezenia w rejonie Sztabina wraz z poludniowa czg$cia Puszczy
Augustowskiej, basen srodkowy zajmujacy 79 tys. ha, rozszerzony trapezowo,
ograniczony zwezeniem w okolicy Osowca oraz basen dolny, czyli potudniowy,
najbardziej naturalny i zabagniony, rozciagajacy si¢ na obszarze 70 tys. ha, zwigzany
z potudniowym przebiegiem Biebrzy od Osowca do ujscia Narwi (Gebczynska i Raczynski
1993). Pilotazowe wyniki badan genetycznych (Swistocka i wsp. 2008), ktore wykazaty
istnienie w dolinie Biebrzy unikalnej linii ewolucyjnej losia, wyraznie zroznicowanej od
pozostatych linii tego gatunku w Europie sprawily, ze z tego obszaru pobralam relatywnie
najwigksza liczbg prob — 26%, w poréwnaniu do pozostatych populacji z Polski. Proby
pochodzity z obszaru trzech basendéw doliny Biebrzy, przy czym wielkos$¢ zebranego
materiatu byta $cisle skorelowana z ilo$cig osobnikdw wystepujacych w poszczegdlnych

basenach (Tabela 1).

Material do badan i liczebno$¢ prob

Proby wspolczesne

Materiat do badan, pochodzacy z catego zasiggu wystgpowania tosia w Polsce oraz

z terenu Litwy i Niemiec, pobieratam w latach 2007 — 2011, wykorzystujac wytacznie
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metody nieinwazyjne. W pracach terenowych uczestniczyli pracownicy Zaktadu Zoologii

Krggowcow Instytutu Biologii Uniwersytetu w Bialymstoku oraz le$nicy, pracownicy
parkow narodowych i mysliwi.

Zebrany material, ze wzgledu na zastosowane zestawy do izolacji DNA oraz
startery wykorzystane w reakcji amplifikacji, podzielitam na nast¢pujace kategorie:
(1) odchody, w liczbie 679 prob (667 z Polski i 12 z Litwy), ktore zbierane byly kazdej
zimy w poszczegolnych latach trwania prac terenowych;
(2) tkanki, przede wszystkim migsnie, pochodzace od 216 osobnikéw (207 z Polski 1 9
z Niemiec);
(3) suche pozostatosci tkanek migkkich pobrane z 57 trofeéw towieckich i zrzutéw (49

z Polski i 8 z Litwy) oraz 17 zuchw tosi z Polski.

Proby muzealne

Do analiz wykorzystatam rowniez material muzealny, znajdujacy si¢ w kolekcji
Instytut Biologii UwB, ktory stanowity zuchwy 92 osobnikow zastrzelonych w trakcie
polowan w latach 1987 — 1994 na terenie doliny Biebrzy (BIEu, N = 16), Puszczy
Knyszynskiej (PKNwy, N = 17), Mazur (MAZy, N = 28), doliny Narwi/Nurca (NNUy,
N = 16) oraz nadle$nictwa Biata Podlaska (BPDy, N = 15).

Analizy genetyczne

I1zolacja DNA genomowego

DNA genomowe izolowatam stosujac komercyjne zestawy kolumnowe Qiagen

(Hilden, Niemcy). Do izolacji DNA z prob migsniowych, cebulek wtosowych, tkanek

migkkich pobranych z porozy i zuchw wykorzystatam zestaw Qiagen DNeasy Blood

& Tissue Kit, natomiast w przypadku izolacji DNA z odchodow, zestaw Qiagen QlAamp

DNA Stool Mini Kit. Procedura tej analizy sktada si¢ z (i) lizy bton komdrkowych,
jadrowych i organellowych, skutkujacej uwolnieniem kwasow nukleinowych i biatek,

(i1) precypitacji DNA na ztozu krzemionkowym, (iii) oczyszczania DNA z pozostatosci
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komorek i innych zanieczyszczen oraz (iiii) elucji DNA buforem AE (Qiagen). Metoda ta
zapewnia uzyskanie dobrej jakosci DNA, wymaganego do przeprowadzenia
podstawowych technik molekularnych oraz dajacego si¢ przechowywaé w temperaturze

-20°C przez okres kilku lat.

Izolacja DNA z prob tkankowych

Procedurg izolacji DNA z prob tkankowych przeprowadzitam zgodnie
z protokolem izolacji DNA z tkanek zwierzecych. Z przechowywanych w temperaturze
-20°C préb odcinatam niewielki fragment, okoto 25 mg i zawieszatam w 180 pl buforu
lizujacego ATL. Nastepnie, po dodaniu do kazdej proby 20 ul proteinazy K, inkubowatam
proby w 56°C (Thermo Shaker TS-100 Biosan) do momentu catkowitego strawienia
tkanki. Etap ten zwykle trwal od 4 do 6 godzin, chociaz w przypadku niektorych prob
proces trawienia trwat do 12 godzin. Do tak przygotowanego materiatu dodawatam 200 pl
buforu AL i po intensywnym wytrzasaniu w wiréwce typu worteks (wortex tecnoKartell
TK3S) dodawatam po 200 pl 96% alkoholu etylowego. W ten sposob otrzymana
mieszaning przenositam na specjalne kolumny, ktére wirowatam minutg przy 8 000
obr./min. (Eppendorf Centrifuge 5415D, rotor F45-24-11). DNA zwiazane ze zlozem
krzemionkowym kolumny przeptukiwatam nastgpnie 500 pl buforu AW1. Proby
wirowatam minutg przy 8 000 obr./min., a nastepnie dodawatam taka sama ilo$cia buforu
AW?2 i powtarzatam czynno$¢ wirowania trwajaca trzy minuty przy 13 200 obr./min.
W celu elucji DNA na kolumng, dodawatam odpowiednia objgto$¢ buforu elucyjnego AE
(10 mM Tris Cl, 0,5 mM EDTA, pH 9). W przypadku izolacji DNA z pojedynczych
cebulek wlosowych, suchych pozostalosci tkanek migkkich pobranych z porozy 1 zuchw
dodawatam 100 pl buforu AE, podczas gdy do materiat pobranego w postaci mig$ni — 150
ul buforu AE. Elucja w buforze AE gwarantuje optymalne, dtugotrwate przechowywanie
1 stabilnos¢ DNA. W kolejnym etapie inkubowatam proby w temperaturze pokojowej
przez minutg, a nastgpnie przez kolejna minutg wirowatam przy 8 000 obr./min.
Wyizolowany DNA, zgodnie z rekomendacja, przechowywatam do czasu analiz

w temperaturze -20°C.
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Izolacja DNA z odchodow

Odchody zebrane w terenie, do momentu analiz w laboratorium przeprowadzonych
zgodnie z protokotem firmy Qiagen do izolacji DNA z odchodéw cztowieka, byty
zabezpieczone w temperaturze -20°C. Po pobraniu fragmentu odchodow, okoto 180 — 220
mg, do kazdej proby dodatam 1 600 pl trawiacego buforu ASL. Nastegpnie proby poddatam
wytrzasaniu i wirowaniu przez minut¢ przy 13 200 obr./min. Do odwirowanego
supernatantu dodatam po jednej tabletce InhibitEX i po minutowym wytrzasaniu, proby
inkubowatam w temperaturze pokojowej przez 1 minutg. W tym czasie zawarta
w tabletkach InhibitEX zywica i zoptymalizowany bufor adsorbowaty inhibitory PCR
obecne w materiale. Po trzech minutach wirowania przy 13 200 obr./min., supernatant
oddzielony od osadu zwiazanego z inhibitorami ponownie poddatam takim samym
warunkom wirowania, jak w poprzednim etapie. Nastgpnie, do kazdej proby dodatam po
25 ul proteinazy K, 600 pl buforu AL i poddatam 10-minutowej inkubacji w temperaturze
70°C (Thermo Shaker TS-100, Biosan). W kolejnym etapie dodatam po 600 pl 96%
alkoholu etylowego i przenositam lizat w trzech turach po 600 pl na kolumny ze ztozem
krzemionkowym, poddajac je wirowaniu przez minut¢ przy 13 200 obr./min. Nast¢pnie
nanositam po 500 pl buforu pluczacego AW1 1 AW2 do kazdej kolumny, odwirowujac
proby, odpowiednio najpierw przez minutg, a potem przez trzy minuty przy 13 200
obr./min. W celu wyplukania DNA ze ztoza krzemionkowego dodatam, w zaleznos$ci od
stanu odchodow znalezionych w terenie, od 80 do 120 pl buforu AE, a nastgpnie poddatam
proby inkubacji trwajacej minutg w temperaturze pokojowej, zakonczonej minutowym
wirowaniem przy 13 200 obr./min. Przesacz z kolumny zawierajacy DNA do czasu analiz

przechowywatam w temperaturze -20°C.

Kategorie uzytych markerow genetycznych

W zaplanowanych badaniach wykonatam analizy z uzyciem trzech réznych
kategorii markerow genetycznych:
(1) mitochondrialnego DNA,
(2) markerow zlokalizowanych na chromosomach ptci: Y 1 X,

(3) loci autosomalnych (mikrosatelitarny DNA i gen MHC |l DRB).
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Mitochondrialny DNA (mtDNA)

Badania z zakresu genetyki populacyjnej i filogeografii zwierzat czgsto opieraja si¢
na analizach mitochondrialnego DNA. Genom mitochondrialny u wigkszos$ci gatunkow
jest niemal zawsze przekazywany nastgpnym pokoleniom przez gamety zenskie i rzadko,
jesli w ogole, podlega rekombinacji (Avise 2008). Zwierzecy mtDNA, z kilkoma
wyjatkami, jest kolista czasteczka o dlugosci 15 — 20 kpz, zawierajaca, np. u ssakow blisko
40 genow, z ktérych okoto potowa koduje RNA rybosomowy lub transportujacy
wykorzystywany w procesie syntezy biatek, natomiast pozostate geny koduja biatka
biorace udziat w transporcie elektronow lub fosforylacji oksydacyjnej. Uktad genow
w zwierzgcym mtDNA jest ewolucyjnie konserwatywny, chociaz czgsto w celu
odrdznienia taksondw wyzszej rangi wykorzystywane sg réznice w sktadzie lub kolejnosci
genow. Czes$¢ sekwencji mtDNA ewoluuje bardzo szybko w pordwnaniu z genami genomu
jadrowego, gtéwnie w zwiazku z niewydajnym mechanizmem naprawczym (Brown i wsp.
1979; Wilson 1 wsp. 1985), dlatego mtDNA moze by¢ wykorzystywany do analizy
struktury 1 historii ewolucyjnej populacji oraz odtwarzania przebiegu kierunkoéw

kolonizacji (Stoneking i wsp. 1991).

Region kontrolny mtDNA (ang. control region, mtDNA-cr)

W analizach wewnatrzgatunkowej zmienno$ci mtDNA najczgsciej
wykorzystywany jest najbardziej zmienny jego fragment, mianowicie region kontrolny,
0 dlugosci okoto jednego tysiaca par zasad, ktory powielitam w tafcuchowej reakcji
polimerazy z wykorzystaniem trzech par starterow (Tabela 3). Wykorzystujac startery
zaprojektowane przez Hundertmarka i wsp. (2002a) — LGL283 i ISM015, namnozytam
odcinek mtDNA-cr o dtugosci 607 par zasad. Do amplifikacji DNA wyizolowanego
z zuchw tosi odstrzelonych w latach 1987 — 1994, w przypadku ktorych nie dysponowatam
odpowiednig iloscia DNA lub byt on zdegradowany, zaprojektowatam przy pomocy
programu FastPCR (Kalendar i wsp. 2009) parg starterow CRS2-F (forward) i CRS2-R
(reverse; Tabela 3). Startery te umozliwity mi powielenie w reakcji PCR fragmentu
MIDNA-cr o dlugosci 351 par zasad. Aby uzyskac¢ produkt reakcji PCR w przypadku DNA
wyizolowanego z trofeéw towieckich i zrzutow, ktory byl w znacznym stopniu

zdegradowany, zaprojektowatam w programie FastPCR kolejna parg starterow — CR 237-F

43



(forward) i CR 237-R (reverse; Tabela 3), dzigki ktorym namnozytam odcinek mtDNA-cr
o dhugosci 237 par zasad.

Cytochrom b mtDNA (cytb mtDNA)

Zmienno$¢ sekwencji genu cytochromu b, ktérego tempo ewolucji jest wolniejsze
niz w przypadku mtDNA-cr, jest powszechnie wykorzystywana w badaniach filogenezy
1 filogeografii ssakow (Irwin 1 wsp. 1991; Hundertmark i Bowyer 2004). Korzystajac
z sekwencji starterow ML103 1 MH104 (Tabela 3), zaprojektowanych przez Chikuni 1 wsp.
(1995), powielitam w reakcji PCR sekwencjg catego genu cytochromu b mtDNA
o dtugosci 1140 par zasad u 20 tosi reprezentujacych wszystkie haplotypy mtDNA-cr
stwierdzone w niniejszych badaniach. Uzyskane sekwencje potaczytam nast¢pnie
z sekwencjami mtDNA-cr, otrzymujac odcinki mtDNA o dtugosci 1747 par zasad, ktore
wykorzystatam do konstrukcji drzewa filogenetycznego linii mtDNA w programie Mega
v.5.05 (Tamura i wsp. 2011).

Markery zlokalizowane na chromosomach Y i X

Chromosom Y, szczegdlnie w ostatnim dziesigcioleciu, poddawany byt licznym
badaniom, ktorych celem bylo uzyskanie informacji na temat historii ewolucyjne;j
wspotczesnych ludzi (Hill 1 wsp. 2000; Semino i wsp. 2000; Underhill i wsp. 2000).
Analiza markeréw znajdujacych si¢ na niepodlegajacym rekombinacji chromosomie Y,
wykorzystywana jest bowiem do wykrywania rozmieszczenia megskich linii ewolucyjnych
1 do oceny relatywnego udziatu samcow w ksztattowaniu struktury populacji (Hellborg
i Ellegren 2003). Jak podaja Autorzy (2003), informacje na temat otrzymanych
haplotypoéw sa dobrym uzupetieniem danych uzyskanych dla markeréw identyfikujacych
linie matczyne u samic w mtDNA, a takze po poréwnaniu z dywergencja genow
jadrowych 1 mitochondrialnych, moga by¢ wykorzystane do oceny stopnia dyspersji
samcOw. Mimo iz markery zlokalizowane na chromosomie Y sa cenne w badaniach
molekularnych 1 ekologicznych, istnieja ogromne problemy z ich zastosowaniem
1 identyfikacja. Hellborg 1 Ellegren (2003) zaprojektowali pary starterow docelowo
przeznaczone do powielania sekwencji markerow, nazwanych YCATS, zlokalizowanych
na chromosomie Y u réznych gatunkéw ssakow. Geny DBY i UTY u cztowieka potozone

sa w niepodlegajacym rekombinacji (NRY) i specyficznym dla samcoé6w (MSY) regionie
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chromosomu Y (Lahn i wsp. 2001; Skaletsky i wsp. 2003). Uniwersalne startery zostaty
przeze mnie wykorzystane do powielenia u tosi genéw: DBY4, DBY7, DBY8, DBY9,
DBY14, UBE1Y6, UTY5 i UTY11 (Tabela 3), dla ktorych w populacjach sarny i/lub
renifera Hellborg i Ellegren (2003) otrzymali czytelne sekwencje obejmujace introny, jak
i flankujace egzony. Produkt reakcji PCR otrzymaltam w przypadku genéow DBY4 (214 pz),
DBY7 (265 pz), DBY8 (138 pz), DBY9 (418 pz), DBY14 (296 pz) i UTY11 (545 pz),
produktu nie uzyskatam natomiast dla UBE1Y6 i UTY5. Po stwierdzeniu polimorfizmu

w genach DBY9 i DBY14 zaprojektowatam w programie FastPCR startery specyficzne dla
tosia, nazwane przeze mnie DBY9_alcesF (forward) i DBY9_alcesR (reverse) oraz
DBY14 alcesF (forward) i DBY14 alcesR (reverse; Tabela 3), ktore umozliwity mi
powielenie fragmentow o dlugosci odpowiednio 194 par zasad 1 154 par zasad dla tych
genoéw oraz weryfikacje wezesniej wykrytych polimorfizmoéw z uzyciem starterow
uniwersalnych. Szczegélowym analizom poddatam gen DBY14, ktéry amplifikowatam

w 14 populacjach tosi z Polski, sposrod ktorych cztery utworzone byly przez samce
zastrzelone w latach 1987 — 1994 (Tabela 9), w jednej populacji z Litwy oraz u pieciu
bykow pochodzacych z Biatorusi (N = 1), Finlandii (N = 1), Szwecji (N = 1)

I Syberii (N = 2).

Za determinacj¢ ptci meskiej i $ciste wyznaczenie sposobu dziedziczenia w linii
ojcowskiej u ssakow odpowiedzialny jest przede wszystkim gen SRY (Nishida i wsp.
2003). Gen SRY koduje biatka z grupy HMG (ang. high mobility group) zwiazane
z wyksztatceniem wigzan 1 prawidtowym skrgceniem nici DNA. W zwiazku z tym,
przypisuje mu sig rolg czynnika transkrypcyjnego. Badania przeprowadzone wsrod
réznych grup ssakow wskazuja na jego zmienne tempo ewolucji, u naczelnych i1 gryzoni
(Tucker i Lundrigan 1993; Whitfield i wsp. 1993) tempo to jest znacznie szybsze niz
w przypadku domowych przezuwaczy (Payen i Cotinot 1994). Do powielenia odcinka
genu SRY o dlugos$ci 472 par zasad wykorzystalam utworzona w programie FastPCR parg
starterow, ktora nazwatam SRY _alcesF (forward) i SRY _alcesR (reverse; Tabela 3). Do
zaprojektowania tych starterow wykorzystatam sekwencje genu SRY u jeleniowatych (Ludt
i Kuehn 2006, dane niepubl.) dostepne w GenBanku (National Center for Biotechnology
Information, NCBI) dla: A. alces (GenBank nr DQ888680), C. elaphus (GenBank nr
DQ888692), D. dama (GenBank nr DQ888701) i C. capreolus (GenBank nr DQ888700).
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Chromosom X u ssakow jest bardzo konserwatywny pod wzgledem rozmiaru
i zlokalizowanych na nim genéw (Ohno 1973). Do zaprojektowania starterow potrzebnych
do powielenia fragmentu intronu genu Zfx u tosi wykorzystatam sekwencje genu Zfx (Han
i wsp. 2006, dane niepubl.) dostgpne w GenBanku dla C. elaphus (GenBank nr
DQ415950), C. capreolus bedfordii (GenBank nr DQ415951) i Bos taurus (GenBank nr
DQ415953). Startery Zfx_cervidF (forward) i Zfx_cervidR (reverse; Tabela 3),
zaprojektowane przeze mnie w programie FastPCR, umozliwity powielenie odcinka
intronu genu Zfx o dtugos$ci 523 par zasad u 12 samic i 13 samcow. W przypadku samcow
wystapity problemy z odczytem elektroforegramu, poniewaz jednoczesnie
sekwencjonowat si¢ fragment genu Zfy o dlugosci 700 par zasad. Roznice w wielkosci
powielonych odcinkéw obu gendw, ktora wynosita 177 par zasad, wykorzystatam do
elektroforetycznego rozdziatu amplifikowanych produktow reakcji PCR w 2% zelu
agarozowym (Reducta, Prona). Po trwajacej 2,5 godziny elektroforezie wycinatam
skalpelem fragment Zelu, w ktorym znajdowat si¢ fragment intronu genu Zfx. Nastgpnie zel
agarozowy z tym fragmentem rozpuszczatam w 100 pl wody destylowanej i podgrzewatam
przez 5 minut w temperaturze 60°C w termocyklerze GeneAmp® PCR System 9700
(Applied Biosystems). Procedura ta umozliwita mi wyptukanie z zelu powielonego
odcinka intronu genu Zfx, ktory postuzyt z kolei jako matryca DNA do przeprowadzenia
powtornej reakcji PCR z wykorzystaniem tych samych starteréw. W ten sposob

powielitam wytacznie DNA odpowiadajacy fragmentowi intronu genu ZfX u samcow.

Mikrosatelitarny DNA

Mikrosatelitarny DNA stanowia krotkie, powtarzajace si¢ od 10 do 30 razy
sekwencje ztozone z 2 — 4 nukleotyddéw, losowo rozmieszczone w genomie (Goldstein
1 Schlotterer 2000). Charakteryzuja si¢ one znacznym polimorfizmem liczby powtorzen
danego motywu (Zhang i Hewitt 2003). Analizy mikrosatelitarnego DNA sa szeroko
wykorzystywane do identyfikacji osobnikow, a takze do okre$lenia parametréw
wewnatrzpopulacyjnej zmiennosci genetycznej 1 wyznaczania pokrewienstwa
genetycznego miedzy osobnikami. Mikrosatelitarny DNA jest narzedziem z powodzeniem
stosowanym do okre$lania zréZnicowania migdzy populacjami i poziomu przeptywu
gendw migdzy nimi. Na potrzeby analiz laboratoryjnych przetestowatam 38 par loci

mikrosatelitarnych znakowanych fluorescencyjnie (Tabela 4). Wykorzystane przeze mnie
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sekwencje starterow zaczerpngtam z badan mikrosatelitarnego DNA u parzystokopytnych.
Procedura znakowania starteréw przeprowadzana bylta przez firmg Life Technologies.
Znakowany byt tylko starter forward na koncu 5’ z wykorzystaniem jednego z czterech
komercyjnych barwnikéw: FAM (niebieski), NED (czarny), PET (czerwony) i VIC
(zielony). W przypadku o$miu testowanych loci: BM861, MM12, INRA 124, INRA189,
INRA35, IOBT965 i UMN2001 nie stwierdzitam produktu reakcji PCR. Mimo iz

w przypadku pozostatych 30 loci otrzymatam produkt reakcji PCR, to w analizach nie
uwzglednitam tych, ktore dawaty niepowtarzalne odczyty genotypow (BM2830, CelJP15
1 Haut14), byly monomorficzne (BMC1009), posiadaly zaledwie dwa (OarFCB304,
NVHRTO1 i TGLAS3) lub trzy allele (BM888, BovirBP i McM130), sposrdod ktorych
jeden wystgpowat z bardzo wysoka frekwencja. Zrezygnowalam réwniez z tych loci, ktore
dawaly odczyt w postaci pikdw o bardzo niskim sygnale dla poszczegdlnych alleli
(INRA003, NVHRT24, OarFCB20, RT23, RT9, RT24, RT27 i UMN2404) oraz tych,
ktore charakteryzowaty sig¢ obecnoscia duzej liczby alleli zerowych (BL42 i CSM003).

W ten sposdb wybratam 11 loci, ktore pozwolity mi uzyska¢ najbardziej czytelne
odczyty genotypdw, rozumiane jako odpowiednia wysoko$¢ poszczegdlnych pikow alleli
(ang. peak height), dawaty powtarzalne i jednoznaczne odczyty oraz charakteryzowaty si¢
najwyzsza liczba alleli. Loci te amplifikowatam w dwoéch panelach PCR: panel 1 ztozony
z 6 loci mikrosatelitarnych i panel II, w ktorym znalazto si¢ 5 loci mikrosatelitarnych
(Tabela 5). Genetyczna identyfikacjg¢ plci badanych osobnikow przeprowadzitam dzigki
wkomponowaniu w panel 1l genu SRY. Do powielenia tego odcinka genu wykorzystatam
startery wczesniej zaprojektowane do powielenia sekwencji genu SRY, sposrod ktérych

starter forward zostat komercyjnie znakowany barwnikiem fluorescencyjnym na koncu 5°.

Gen MHC 11 DRB

Geny gtéwnego kompleksu zgodnosci tkankowej (ang. major histocompatibility
complex, MHC) wykazuja bardzo wysoki stopien polimorfizmu genetycznego u wielu
gatunkéw kregowcow (Klein 1986), co wskazuje na rolg doboru naturalnego
w ksztattowaniu zmiennosci gendéw MHC (Aguilar 1 wsp. 2004). Podstawowa funkcja
genéw MHC jest prezentacja obcych bialek limfocytom T, a im wigksza zmienno$¢ biatek
MHC w miejscach wiazacych antygen, tym szersze spektrum rozpoznawanych patogenow.

Kompleks genow MHC sktada si¢ z kilku regionéw: MHC klasy I, MHC klasy II oraz
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MHC klasy III. Geny MHC klasy II, obok genow MHC klasy I naleza do najbardziej
zmiennych genow kregowcoéw (Garrigan i Hedrick 2003). Zmienno$¢ ta zwigzana jest
zaréwno z liczba alleli przypadajacych na dany locus, w niektorych przypadkach moze ona
przekraczac setki, jak i1 z liczba samych loci wystepujacych w danym organizmie.

W dotychczas przeprowadzonych badaniach kompleksu MHC II u tosi wykorzystany byt
gen DRB, ktory jest najbardziej zmiennym genem kompleksu MHC II u ludzi i bydia
(Marsh i Bodmer 1990; Andersson i wsp. 1991). Badania zmiennosci genu MHC |1 DRB
w populacjach tosia w Europie i Ameryce Potnocnej (Mikko 1 Andersson 1995; Ellegren

I wsp. 1996; Udina i wsp. 2002) wykazaty niski poziom polimorfizmu, przy wyraznym
zréznicowaniu migdzy populacjami (Wilson i wsp. 2003). W swojej pracy zbadatam
zmienno$¢ fragmentu genu DRB drugiego egzonu MHC klasy II o dlugosci 226 par zasad
u 245 osobnikow tosi, wykorzystujac do przeprowadzenia reakcji amplifikacji sekwencje

starterow opracowane przez Mikko i Andersson (1995; Tabela 3).

Amplifikacja wybranych genow metodq PCR

Do namnozenia w wyizolowanym DNA poszczegdlnych gendéw stosowatam
tancuchowa reakcje polimerazy. Producentem odczynnikow, ktére zastosowalam w tej
reakcji byta gléwnie firma Qiagen, z wyjatkiem oligonukleotydéw nieznakowanych
fluorescencyjnie (Pracownia Sekwencjonowania DNA 1 Syntezy Oligonukleotydow IBB
PAN) i znakowanych fluorescencyjnie (Life Technologies).

Reakcjg PCR dla wszystkich badanych gendéw przeprowadzitam w objgtosci 5 ul
w termocyklerze GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems). Mieszaning
reakcyjna dla przyktadowych 8 prob uzyskalam przez wymieszanie 13,5 pl Taq Master
Mix (Qiagen) z 7,9 ul wody destylowanej (Qiagen) oraz 2,6 ul mieszaniny starterow —
0,052 pl kazdego ze starterow (100pmol/ul). Do kazdej z prob aplikowatam po 3 ul
mieszaniny reakcyjnej oraz po 2 pl wyizolowanego wczes$niej DNA. Taq PCR Master Mix
zawieral termostabilng polimeraz¢ Taq (HotStarTaq DNA Polymerase), bufor reakcyjny
(50 mM KCI; 10 mM Tris HCI pH 9,0; 0,1% Triton X — 100), jony MgCl; w st¢zeniu 1,5
mM oraz wolne trifosforany nukleotydow (dNTP), kazdy o stezeniu 200 uM. Do
powielenia loci mikrosatelitarnego DNA zastosowatam wariant reakcji PCR, tzw. PCR

multipleksowy (ang. PCR multiplex), ktory umozliwia jednoczesna amplifikacjg wielu,
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réznych sekwencji DNA w jednej fiolce, poprzez uzycie wigcej niz jednej pary starterow.
Podczas pojedynczej reakcji mogtam wigc kazdorazowo amplifikowac 6 loci
mikrosatelitarnych (panel I) lub 5 loci i gen SRY (panel II) u analizowanych osobnikoéw
(Tabela 5).

Reakcje namnozenia poszczegdlnych gendéw przeprowadzitam wedlug jednego
z trzech zastosowanych w niniejszej pracy profili PCR (Tabela 3). Profil A obejmowat 15
minut wstgpnej denaturacji w temperaturze 95°C oraz 35 cykli (40 w przypadku DNA
wyizolowanego z odchodow, porozy i zuchw) przebiegajacych wedtug schematu:
denaturacja w temperaturze 94°C przez 30 sekund, przytaczanie starteréw w temperaturze
57°C przez 90 sekund oraz elongacja trwajaca 60 sekund w temperaturze 72°C. Koncowa
faza wydhluzania odcinkdw DNA przebiegata przez 30 minut w temperaturze 60°C. Profil
B zaktadat te same etapy, jak profil A, z ta tylko modyfikacja, ze przytaczanie starterow
przebiegato przez 90 sekund w temperaturze 50°C. Dla profilu C zastosowalam
nastepujacy schemat reakcji PCR: wstepna denaturacja w temperaturze 95°C przez 15
minut oraz 35 cykli, na ktore sktadata si¢ denaturacja przebiegajaca w temperaturze 94°C
przez 30 sekund, przylaczanie starteréw w temperaturze 55°C trwajace 30 sekund,
wydhuzanie w 72°C przez 30 sekund oraz konicowe wydtuzanie w 72°C przez 3 minuty. Po
zakonczeniu kazdego z zastosowanych profili, proby do momentu wyjecia z termocyklera
przechowywane byly w temperaturze 16°C.

Podczas nastawiania reakcji PCR korzystatam ze sprzgtu dostgpnego
w Laboratorium Biologii Molekularnej, migdzy innymi wiréwek firmy Eppendorf:
Centrifuge 5804 (rotor F-45-48-PCR max 12 000 obr./min.) i Centrifuge 5415D (rotor
F45-24-11 max 13 200 obr./min.).

Elektroforetyczna kontrolg jakosci produktow reakcji PCR przeprowadzatam
w aparacie firmy Clever (Scientific Ltd) przy wykorzystaniu Zelu agarozowego o st¢zeniu
1,5%, stosujac agarozg Basica LE GQT (Prona) w 10x stezonym buforze TBE (Tris, kwas
borowy, EDTA) oraz bromek etydyny (2ul/100ml), ktory dodany do zelu wbudowuje si¢
migdzy zasady DNA. Obecno$¢ lub brak uzyskanych fragmentow DNA stwierdzatam
w swietle UV (przy dtugosci fali 312 nm) stosujac transilluminator (Herolab UVT-20M).
Wielkos¢ fragmentow DNA oceniatam wzgledem markera FastRuler™ DNA Ladder, Low
Range (Fermentas), ktory charakteryzuje si¢ obecnoscia 5 fragmentow o wielkosciach

odpowiednio: 1 500 pz, 850 pz, 400 pz, 200 pz i 50 pz.
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Oczyszczanie DNA po reakcji PCR przed sekwencjonowaniem

Oczyszczanie produktu po reakcji PCR z pozostatosci enzymatycznych,
mianowicie starterow i wolnych deoksynukleotydow (dNTP) przeprowadzitam tylko dla
sekwencji cytochromu b mtDNA z wykorzystaniem dwoch enzymow (Fermentas):
exonukleazy I (Exo I, E. coli) i alkalicznej fosfatazy z krewetek (Shrimp Alkaline
Phosphatase, SAP). Enzym Exo I degraduje jednoniciowe fragmenty DNA, oczyszczajac
mieszaning reakcyjna z niewykorzystanych w reakcji PCR starteréw, natomiast SAP
usuwa wolne deoksynukleotydy, ktére moglyby zmieni¢ stosunek ddNTP/dANTP w reakcji
sekwencyjnej. Mieszaning przygotowana z 0,5 ul Exo I (20u/pl) i 1 ul SAP (1u/ul)
dodawatam do 5 pl produktu PCR, by nastgpnie inkubowa¢ otrzymana mieszaning
reakcyjna w 37°C przez 15 minut. Inaktywacj¢ enzymow, trwajaca kolejne 15 minut,

przeprowadzalam w temperaturze 85°C.

Reakcja sekwencjonowania DNA

Do przeprowadzenia reakcji sekwencjonowania, pozwalajacej okresli¢ kolejnosé
nukleotydéw w danym fragmencie DNA, wykorzystalam mieszaning reakcyjna sktadajaca
si¢ w przeliczeniu na jedna probeg z: 1 pl skoncentrowanego buforu reakcyjnego BDT (Life
Technologies), 1 ul mieszaniny reakcyjnej BDT v3.1 zawierajacej znakowane nukleotydy
i polimerazg DNA (Life Technologies), 1 ul rozcienczonego primera (forward lub reverse)
o stezeniu 3,2 pmol, 5 ul wody destylowanej (Qiagen) oraz 2 ul albo oczyszczonego
produktu PCR (cytochrom b mtDNA) albo bezposrednio produktu reakcji PCR
zawierajacego namnozony fragment DNA (pozostate analizowane geny). Dla kazdego
osobnika, u ktorego badatam gen cytochrom b mtDNA, przeprowadzitam po dwie reakcje
sekwencjonowania, z wykorzystaniem obu starterow (forward i reverse). Do
sekwencjonowania pozostatych genéw uzywalam wylacznie startery forward. Reakcja
sekwencjonowania przebiegata z zachowaniem nastgpujacych parametréw profilu
sekwencjonowania: wstgpna denaturacja w temperaturze 94°C przez 3 minuty, a nastgpnie
25 cykli ztozonych z denaturacji w 94°C trwajacej 30 sekund, przylaczania startera w 50°C

przez 15 sekund i elongacji w 60°C przez 4 minuty.
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Usuwanie nieprzylqczonych terminatorow po reakcji sekwencyjnej

Usuwanie nieprzytaczonych, znakowanych fluorescencyjnie dideoksynukleotydow
(ddNTP) po reakcji sekwencjonowania, ktore uniemozliwiatyby poprawny odczyt
sekwencji DNA, przeprowadzitam przy uzyciu komercyjnego zestawu ExTerminator
(A&A Biotechnology). Zestaw ten opiera si¢ na precypitacji produktéw reakcji
sekwencyjnej na powierzchni odpowiedniej membrany. Do mieszaniny sekwencyjnej
dodawatam 5 pl odczynnika Mix Blue, utatwiajacego kontrole procesu precypitacji oraz
100 pl roztworu wiazaco-ptuczacego. Mieszaning nanositam nastgpnie na kolumng
wyposazong w specjalng membrang i wirowatam przez 30 sekund przy 4 000 obr./min.

W kolejnym etapie usuwatam zanieczyszczenia poprzez ptukanie 400 pl roztworu
wiazaco-ptuczacego i wirowanie (13 200 obr./min., 2 min.). Oczyszczone produkty reakcji
sekwencyjnej wyptukiwalam bezposrednio w 28 pl sterylnej, podwojnie destylowane;j
H.0, a po inkubacji w temperaturze pokojowej trwajacej dwie minuty proby wirowatam
(13 200 obr./min., 1 min.), otrzymujac eluat zawierajacy oczyszczony produkt reakcji

sekwencyjnej, gotowy do denaturacji termicznej w sekwenatorze kapilarnym.

Elektroforeza produktow sekwencjonowania i analiza sekwencji nukleotydowych

Sekwencje genow mtDNA, MHC i zlokalizowanych na chromosomach Y i X

Materiat oczyszczony z pozostatosci sekwencyjnego PCR poddawatam
elektroforezie i bezposredniej analizie w 4-kapilarnym, automatycznym sekwenatorze ABI
3130 Avant (Applied Biosystems), bedacym na wyposazeniu Laboratorium Biologii
Molekularnej Instytutu Biologii UwB. Do odczytu, dopasowywania i wyrdOwnania (ang.
alignment) sekwencji wykorzystywatam ogolnodostgpne oprogramowanie komputerowe:
Chromas Lite v.2.01 (Technelysium Pty Ltd, 2005) i BioEdit Sequence Alignment Editor
v.7.0.1. (Hall 1999).

Rozdzial produktow Multiplex-PCR (loci mikrosatelitarnego DNA)

Przed aplikacja prob na automatyczny sekwenator DNA, przeprowadzitam ich

denaturacj¢. Mieszanina denaturujaca w przeliczeniu na jedna probe zawierata 10 ul HI-DI
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Formamide (amid kwasu mrowkowego, Life Technologies) oraz 0,5 ul standardu
wielkosci (Gene Scan — 500 Liz, Life Technologies). Do kazdej z préb zaaplikowatam po
10,2 ul mieszaniny oraz po 1 ul produktu PCR. Tak przygotowane proby poddawatam
denaturacji przez 5 minut w temperaturze 95°C, po czym schtadzatam w zelach
chlodzacych. Przy pomocy programu GeneMapper v.4.0 (Applied Biosystems) dokonatam
zard6wno manualnego, jak i automatycznego dopasowania alleli w poszczeg6lnych loci.
Loci mikrosatelitarne poddatam tzw. binowaniu, rozumianemu jako definiowanie alleli.
W programie GeneMapper v.4.0 stworzytam dwa panele mikrosatelitarne odpowiadajace
panelom wykorzystanym w reakcji Multiplex-PCR. W zaprojektowanych panelach, dla
poszczegblnych loci mikrosatelitarnych, zdefiniowatam znacznik fluorescencyjny i ich
zakres wyrazony w parach zasad. Referencyjne dane, rozumiane jako wybrane osobniki,
u ktorych amplifikowane loci dawaty jednoznaczne i najbardziej czytelne odczyty,
wykorzystalam do wygenerowania referencyjnych alleli w analizowanych loci. Dodajac

kolejne osobniki do tak zaprojektowanych paneli oznaczytam ich genotypy.

ANALIZY STATYSTYCZNE

Ocena poziomu bledéw w genotypowaniu

Istnieje szereg potencjalnych btedéw zachodzacych niekiedy w trakcie
identyfikowania profili osobnikow, ktore moga wptynac na otrzymany wynik
i w konsekwencji skutkowa¢ btednie przeprowadzona analiza. Problemem, ktory zwykle
pojawia si¢ jako pierwszy, jest wielko$¢ populacji uwzgledniona w analizach. ldealnie jest,
gdy jest ona nie mniejsza niz 30 osobnikow (Ratkiewicz 2006). Zbyt mata liczba prob
pochodzacych z populacji w stosunku do catej populacji prowadzi do obarczonych sporym
btedem oszacowan frekwencji haplotypdéw/alleli. Nalezy tez pamigtac, ze wielko$¢
populacji powinna rowniez uwzglednia¢ zmienno$¢ w badanym locus. Kolejnym zrodiem
btedow jest nie§wiadome pobranie prob z wigcej niz jednej zaktadanej populacji.
Wyznaczenie $Scistych granic dla populacji, szczegdlnie w przypadku duzych mobilnych
ssakow, jest problematyczne i takie granice moga mie¢ czgsto charakter wytacznie

umowny. Polaczenie préb z > 2 populacji, w ktorych wystepuja rozne frekwencje alleli,
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moze skutkowac¢, tzw. efektem Wahlunda (1928), w wyniku ktoérego proporcja homozygot
w calej probie bedzie wigksza, niz wynikalaby z analiz przeprowadzonych osobno dla
poszczegbdlnych populacji. Taki rezultat moze nas sktoni¢ do btednego wnioskowania, ze
badana populacja nie znajduje si¢ w rownowadze Hardy’ego-Weinberga (HWE).
Natomiast analizy wykonane oddzielnie dla poszczegolnych populacji mogtyby pozwolié
zidentyfikowa¢ > 2 populacje znajdujacych si¢ w rownowadze HWE.

Identyfikacja genotypoéw osobnikow, czy to w przypadku sekwencji
nukleotydowych, czy loci mikrosatelitarnych, obarczona jest rowniez ryzykiem blednego
oznaczenia genotypu, dlatego konieczne jest powtdrzenie 5% — 10% losowo wybranych
osobnikow. Dla wszystkich analizowanych kategorii markeréw powtorzytam analizy
laboratoryjne dla przypadkowo 5% wybranych osobnikow. W trakcie odczytywania
sekwencji generowane sa btedy specyficzne dla sekwencji, ktore sa zwykle manualnie
weryfikowane, a wsrod ktorych najczestsze to insercje, delecje oraz niedopasowanie
sekwencji (Lawrence i Solovyev 1994). Uniwersalne startery moga rowniez generowac
falszywe polimorfizmy, ktorych obecnos¢ lub wykluczenie mozna potwierdzi¢ projektujac
startery specyficzne dla gatunku. Na potrzeby analiz stworzytam szes$¢ par starterow
specyficznych dla tosia (Tabela 3).

Loci mikrosatelitarne, mimo Ze sa szeroko wykorzystywane w analizach wewnatrz—
1 migdzypopulacyjnych, rowniez generuja charakterystyczne dla siebie biedy, ktore
decyduja o genotypie identyfikowanego osobnika. Jednym z najczestszych btedow sa tak
zwane allele zerowe (ang. null alleles), ktére wptywaja na pozorne wykrywanie nadmiaru
homozygot z wigksza czgstoscia, niz wynikatoby to z frekwencji obecnych w populacji
alleli. Allele zerowe nie sa poddawane amplifikacji w trakcie reakcji PCR. Jedna
z najczgstszych przyczyn tego zjawiska sa mutacje zachodzace w obrgbie jednej lub obu
sekwencji hybrydyzujacych ze starterami. Jesli amplifikacji ulegnie tylko jeden allel
u osobnika heterozygotycznego, to zostanie on btednie sklasyfikowany jako homozygota.
Czestym bledem sa takze tak zwane allele ,,jakaty” (ang. stuttering), ktore wynikaja
z nieznacznych zmian w wielkosci alleli, zachodzacych w trakcie reakcji PCR. Brak
amplifikacji duzych alleli (ang. large allele drop-out), to kolejny przyktad btedow,
wynikajacy z faktu, ze allele ztozone z wigkszej liczby powtdrzen nie ulegaja amplifikacji

tak wydajnie jak mate allele.
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W programie Micro-Checker v.2.2.3 (Van Oosterhout i wsp. 2004)
zidentyfikowatam mozliwe btedy, ktore pojawily si¢ w analizach mikrosatelitarnego DNA,
stosujac 1 000 symulacji zgodnie z algorytmem Monte Carlo. Na podstawie otrzymanych
wynikow wykonanych dla 13 wybranych i powielonych loci mikrosatelitarnych

postanowitam do analiz nie wlaczac¢ loci BL42 i CSMO003.

Zmiennos¢ genetyczna populacji bazujqca na sekwencjach nukleotydowych

Parametry zmiennosci sekwencji DNA wykorzystane w niniejszej pracy to:
e Liczba haplotypow (Nh).
e Frekwencja haplotypow.
e Roznorodno$¢ haplotypowa (h), bioraca pod uwagg informacje o liczbie i czgstoSci

roznych alleli danego locus w populacji 1 obliczana ze wzoru (Nei 1987):

h=1-Xx7

gdzie: x;— czestos¢ haplotypu i.
e Roznorodnos¢ nukleotydowa (), opisujaca Srednig liczbg réznic na pozycj¢
nukleotydowa migdzy dwiema losowo wybranymi sekwencjami i definiowana
wzorem (Nei i Li 1979):

ﬁ:inijmj,

gdzie: x;iXj— frekwencje haplotypow w populacji,
mij — liczba roznic w przeliczeniu na jedna parg zasad miedzy sekwencjami i i J.
e Liczba polimorficznych miejsc nukleotydowych (S; Watterson 1975; Tajima 1989),
rozumiana jako liczba miejsc polimorficznych wérod n sekwencji DNA.
e Srednia liczba réznic miedzy pordwnywanymi parami sekwencji nukleotydowych
(NmR)-
Aby sprawdzi¢, czy sekwencje mtDNA, MHC Il DRB i zlokalizowane na chromosomie Y
wykazuja $lady dziatania doboru przeprowadzitam nastgpujace testy: D (Tajima 1989),
D* (Fu i Li 1993) oraz Fs (Fu 1997).
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Testy neutralnosci sekwencji DNA bazuja na modelu, w ktérym porownywane sa

roézne, oparte o inne estymatory zmiennos$ci sekwencji, oszacowania parametru theta (6).
Dla loci autosomalnych 6 = 4Neu, natomiast w przypadku markeréw haploidalnych 6 =
2Neu, gdzie Ne to efektywna wielkos$¢ populacji, 1 — tempo mutacji/sekwencje/pokolenie.
W oparciu o zatozenie neutralnosci sekwencji wzgledem doboru (Kimura 1983), nie
powinno by¢ istotnych statystycznie réznic migdzy poszczegdlnymi oszacowaniami, o ile
badane populacje znajduja si¢ w rownowadze pomigdzy dzialaniem dryfu genetycznego,
a mutacjami.

e Statystyka D oparta jest na roznicach pomigdzy liczba miejsc segregujacych (0s),

a $rednig wartoscia roznorodnosci nukleotydow (0;) i definiowana jest wzorem:

T — s
D=—7————,
,/ Var{8m — Bs)

Dodatnie wartosci statystyki D moga wskazywac na dzialanie doboru stabilizujacego,
natomiast ujemne moga $wiadczy¢ o dziataniu doboru oczyszczajacego. Istotne wartosci
wspotczynnika D moga by¢ takze efektem dziatania takich czynnikow, jak rdzne tempo
mutacji, ekspansja populacji, czy tez efekt waskiego gardta, po ktorym populacja nie
osiagnela jeszcze rownowagi.

e Statystyka D*, stanowiaca analogiczna miarg do statystyki D, opiera si¢ na
poréwnaniu wartosci 0s oraz liczby mutacji wystepujacych tylko w jednej
sekwencji (ang. singletons, 6,).

e Statystyka Fs oparta jest na rozktadzie frekwencji haplotypow warunkowanym

warto$cia 0 i definiowana jest wzorem:

Test Fs jest wrazliwy na ekspansj¢ demograficzna populacji, co w wielu przypadkach
skutkuje duzymi warto$ciami ujemnymi testu.

Testy przeprowadzitam w programach DnaSP v.5 (Librado i Rozas 2009) i Arlequin v.3.11
(Excoffier i wsp. 2006). Istotno$¢ statystyczna ocenitam zgodnie z algorytmem Hudsona

I wsp. (1992) wykonujac 1 000 symulacji.
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Parametry mierzqce zroZnicowanie genetyczne miedzy populacjami dla sekwencji

nukleotydowych

Zréznicowanie genetyczne mi¢dzy parami porownywanych populacji okreslitam
korzystajac z programu Arlequin v.3.11. Wyliczylam wspoiczynnik genetyczny @srt
wykorzystywany do empirycznego oszacowania i testowania warto$ci zroznicowania
genetycznego populacji w przypadku sekwencji, ktory bazuje na liczbie rdéznic
nukleotydowych 1 wspdtczynnik Fsrt, mierzacy wariancje we frekwencji haplotypow
migdzy populacjami. Istotno$¢ statystyczna wspotczynnikdéw testowatam stosujac 1 000
permutacji i uwzgledniajac poprawke Bonferroniego.

Do oceny stopnia zroznicowania genetycznego populacji wykorzystatam skalg Wrighta
(1978):

@st < 0,05 mate zréznicowanie genetyczne migdzy populacjami,

0,05 < &s7 < 0,15 $rednie zréznicowanie genetyczne migdzy populacjami,

0,15 < &g7 < 0,25 duze zréznicowanie genetyczne migdzy populacjami,

&gt > 0,25 bardzo duze zréznicowanie genetyczne migdzy populacjami, §wiadczace

o braku przeptywu genéw miedzy nimi.

Zmiennos¢ genetyczna populacji w loci mikrosatelitarnego DNA

Wskazniki zmiennosci genetycznej (polimorfizmu) loci mikrosatelitarnego DNA:

e Frekwencja alleli zerowych (ang. null allels, Goldstein i Schlotterer 2000) wykryta
w programie Cervus v.3.0 (Kalinowski i wsp. 2007).

e Srednia liczba alleli (Na) wystepujacych w poszczegélnych loci (FSTAT v.2.9.3
Goudet 1995).

e Bogactwo alleli (Ar), bedace wspotczynnikiem wskazujacym $rednia liczbe alleli
przypadajaca na locus z uwzglednieniem wielkosci proby (FSTAT v.2.9.3 Goudet
1995).

e Frekwencja alleli — czestos¢ wystgpowania danego allelu w populacji (Cervus v.3.0
Kalinowski i wsp. 2007).

e Liczba alleli prywatnych (Np) wskazujaca liczbg alleli charakterystycznych tylko

dla danej populaciji.
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e Heterozygotyczno$¢ obserwowana (Ho), czyli rzeczywisty udziat heterozygot
wystepujacych w analizowanych populacjach (Cervus v.3.0 Kalinowski 1 wsp.
2007).

e Heterozygotyczno$¢ oczekiwana (Hg), reprezentujaca frekwencje heterozygot,
ktorej nalezatoby oczekiwacd, jesli populacja spetnia warunki rownowagi
Hardy’ego-Weinberga (Cervus v.3.0 Kalinowski i wsp. 2007).

Warto$ci Ho i He wyliczytam dla kazdego locus i dla wszystkich loci razem w catej probie
oraz w analizowanych populacjach. Porownanie tych dwoch parametrow pozwala okresli¢,
czy heterozygotyczno$¢ w populacji jest istotnie ré6zna od heterozygotycznosci
wynikajacej z zatozen prawa Hardy’ego-Weinberga.

e Odchylenia od rownowagi Hardy’ego-Weinberga (ang. Hardy-Weinberg
equilibrium, HWE).

W rzeczywistych populacjach nie mozna oczekiwac, ze wszystkie zatozenia prawa HWE
beda spetnione. Wiele duzych, outbredowych populacji spetnia zatozenia HWE, poniewaz
efekt mutacji i selekcji jest w nich nieznaczny. Istnieja rowniez populacje, takze

w przypadku gatunkéw rozmnazajacych si¢ ptciowo, ktore nie powinny znajdowac sig

w HWE. Testujac zgodnos$¢ danej populacji z tym prawem mozemy oceni¢, w jakim
kierunku populacja odbiega od zatozen prawa HWE, czy heterozygotycznos¢ jest w niej
wyzsza, czy moze nizsza od przewidywanej i w jak duzym stopniu. W programie Genepop
v4.0 (Rousset 2008) przetestowatam statystyczne odchylenia od rownowagi HWE stosujac
nastgpujace parametry tancucha Markov’a: 10 000 cykli dememoryzacyjnych, 10 000 serii,
10 000 interakcji w kazdej serii.

Wspolczynniki statystyki F (Wright 1951): Fst, Fis i Rst
e  Wspotczynnik Fst (Wright 1951), opisuje redukcje heterozygotycznosci
w stosunku do heterozygotycznosci oczekiwanej w przypadku losowego
krzyzowania na skutek np. selekcji lub dryfu genetycznego i zdefiniowany jest

wzorem:

Fst = (Ht - Hs)/Hr,
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gdzie: Hr — heterozygotycznos$¢ catej proby oczekiwana z zatozen prawa Hardy’ego-

Weinberga,

Hs — $rednia heterozygotycznos¢ poszczegolnych populacji oczekiwana z zatozen
rownowagi Hardy’ego-Weinberga,
Warto$¢ wspotczynnika Fst determinuje stopien odchylenia od prawa HWE, bowiem im
wyzsza jest jego warto$¢ tym odchylenie jest wigksze. Warto$ci wspotczynnika Fsr
zawieraja si¢ W zakresie od 0 do 1. W skrajnym przypadku, gdy Fst wynosi 1, w populacji
nie wystepuja heterozygoty. W praktyce wspotczynnik Fst mierzy genetyczne
zrdznicowanie migdzy populacjami i moze by¢ interpretowany jako wariancja frekwencji
alleli pomigdzy populacjami (Neigel 2002). Do oceny stopnia zréznicowania genetycznego
populacji wykorzystalam skalg Wrighta (1978). Zr6znicowanie genetyczne migdzy
poszczegbdlnymi populacjami wyrazone jako wspdtczynnik Fst wyliczytam w programie
Arlequin v.3.11, stosujac 10 000 permutacji do wyznaczenia istotnych odchylen od zera

otrzymanych wartosci.

e  Wspolczynnik Rst (Slatkin 1995), dedykowany do analizy danych

mikrosatelitarnych jest definiowany wzorem:

RST = (S — Sw)/s,

gdzie: S — podwojona $rednia roéznic w wielkosci alleli pomigdzy wszystkimi parami alleli,
Sw — podwojona $rednia wariancji wielkosci alleli w kazdej populacji.

Wspotczynnik Rst zaktada model stopniowych mutacji (ang. stepwise mutation model,

SMM; Kimura i Ohta 1978), ktory bardziej odpowiada zmianom zachodzacym

w sekwencjach mikrosatelitarnych, niz model nieskonczone;j liczby alleli (ang. infinite

alleles model, IAM; Kimura i Crow 1964). Wspotczynnik Rst traktowany jest jako analog

Fst, w porownaniu jednak do Fst uwzglednia rowniez wariancje wielkosci alleli (Balloux

i Lugon-Moulin 2002). Ujemna strona stosowania wspotczynnika Rst jest wlasnie jego

duza wariancja.

Warto$¢ wspotczynnika Rst pomigdzy analizowanymi populacjami wyznaczytam

w programie Arlequin v.3.11, a istotnos¢ statystyczna Rst uzyskatam dzigki zastosowaniu

10 000 permutaciji.
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e  Wspotczynnik wsobnosci (Fis; Wright 1951) okresla stopien wsobnosci, czyli
proporcj¢ heterozygotycznosci obserwowanej do oczekiwanej w obrebie populacii,

losowo$¢ krzyzowania si¢ osobnikow i1 zdefiniowany jest wzorem:

Fis = (Hs - H))/Hs,

gdzie: H,— heterozygotycznos$¢ przy obserwowanym kojarzeniu wsobnym populacji.
Wartosci wspotczynnika Fis, ktoére mieszcza si¢ w przedziale od -1 do 1, pozwalaja ocenic,
jak bardzo frekwencja genotypéw w populacji odbiega od wartosci oczekiwanych
wynikajacych z zatozen prawa HWE. Nieistotne wartosci Fs oraz Fis = 0 oznaczaja, ze
populacja znajduje si¢ w rownowadze HWE. Istotne statystycznie wartosci Fis > 0 moga
wskazywac na kojarzenia w pokrewienstwie (ang. inbreeding), istnienie struktury
wewngetrznej w populacji, tzw. efekt Wahlunda (1928), dryf genetyczny, dziatanie doboru
ptciowego, fizyczne sprzgzenie loci, gdyz w populacji obserwowany jest nadmiar
homozygot. Wartosci Fis < 0 oznaczaja, ze w populacji wystepuje nadmiar heterozygot,
ktoéry moze wynikac z selekcji faworyzujacej heterozygoty albo by¢ efektem kojarzen
blisko spokrewnionych samic z niespokrewnionymi z nimi samcami.

Stosujac statystyke F wedlug Weir’a i Cockerham’a (1984) w programie FSTAT
v.2.9.3 (Goudet 1995) wyliczylam wartos$ci wspotczynnika Fs dla poszczegdlnych
populacji 1 dla analizowanych loci mikrosatelitarnych, a istotno$¢ odchylen tego parametru
od zera testowatam za pomoca 1 000 permutacji. W programie FSTAT wyznaczytam

rowniez 95% przedziat ufnosci (C.1.) dla Fis.

I1zolacja przez dystans

Wzor genetyczny populacji, znany jako izolacja przez dystans, wynikajacy
Z przestrzennego ograniczenia przeptywu gendw, jest jednym z powszechnie
obserwowanych fenomenow wystepujacych w populacjach naturalnych zwierzat (Jensen
i wsp. 2005). Izolacja przez dystans (ang. Isolation by Distance, IBD) definiowana jest
jako spadek podobienstwa genetycznego migdzy populacjami wraz ze wzrostem dystansu
geograficznego, jaki je dzieli. Jednym z programow pozwalajacych ocenié, czy zwigzek

pomigdzy podobienstwem genetycznym (lub odlegloscia) 1 dystansem geograficznym jest
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istotny statystycznie migdzy populacjami jest Isolation by Distance Web Service (IBDWS;
Jensen 1 wsp. 2005). Program ten wykorzystatam do oceny, czy zréznicowanie genetyczne,
zarowno w mtDNA-cr jak 1 w mikrosatelitarnym DNA migdzy populacjami tosi w Polsce
moze wynika¢ z izolacji przez dystans. Matryca zroznicowania genetycznego (Fst)
postuzyta mi do wyznaczenia dystansu genetycznego migdzy parami populacji zgodnie ze
wzorem Fsr/(1 - Fsr), natomiast dystans geograficzny okreslitam stosujac aplikacje Google
Earth (licencja: Data S10, NOAA, U.S. Navy, NGA, GEBCO, 2013 Map Link/Tele Atlas ,
US Dept of State Geographer). Istotno$¢ statystyczna wyliczen uzyskatam za pomoca testu
Mantela (Bohonak 2002) wykonujac 30 000 randomizacji.

Graficzna wizualizacja zroznicowania miedzy populacjami

Analiza sktadowych gtownych

Do wizualizacji potencjalnego grupowania populacji wykorzystalam analizg
sktadowych gtéwnych (ang. Principal Component Analysis, PCA). Analiza PCA zwiazana
jest z matematyczna procedura, ktora umozliwia prostopadte (ortogonalne) przeksztatcenie
p-wymiarowego uktadu zmiennych skorelowanych na nowy uktad zmiennych
nieskorelowanych, tzw. sktadowych glownych o wymiarze mniejszym od p. Redukcja
wymiaru przestrzeni cech jest przydatna ze wzgledu na mozliwos$¢ interpretacji relacji
migdzy skladowymi gtownymi, graficznej ilustracji konfiguracji poréwnywanych
zmiennych oraz uporzadkowania tych zmiennych wedtug przyjetych cech. W trakcie
kolejnych etapow omawianej procedury dochodzi do zmniejszenia udzialu wariancji
kolejnych sktadowych gtownych w catkowitej zmienno$ci obserwacji wielowymiarowych.
Pierwsza sktadowa gtowna (PC1) ma najwigksza wariancje, co powoduje, ze najwigkszy
procent catkowitej wariancji cech opisujacych dane zjawisko wielowymiarowe jest
wyjasniony wlasnie przez sktadowa gtéwna PC1. Kolejne sktadowe gtowne, tj. PC2 1 PC3,
thumacza coraz mniejszy procent pozostalej, calkowitej zmiennosci.

Do wykonania analiz PCA wykorzystatam program GenAlEx v.6 (Genetic Analysis
in Excel; Peakall i Smouse 2006), dziatajacy jako dodatek w ramach programu Microsoft
Excel (Microsoft® Office Excel® 2007, MSO 12.04518.1014). Jako dane wejsciowe
wykorzystalam macierze wartosci zréznicowania genetycznego wyznaczone migdzy

parami 14 populacji tosi. Analiz¢ PCA wykonatam postugujac si¢ nastgpujacymi zbiorami
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danych: matryca @st i Fst dla mtDNA-cr, matryca Rst i Fst dla mikrosatelitarnego DNA
oraz matryca Fst dla MHC Il DRB.

Analiza wariancji molekularnej (AMOVA)

Analiza AMOVA stanowi rodzaj hierarchicznej analizy statystyk Wright’a, ktéra
pozwala zdefiniowac grupowanie populacji i okresli¢, jaki procent zmiennos$ci genetycznej
wyjasniany jest na poszczego6lnych poziomach hierarchii. Zréznicowanie wyliczane jest
pomigdzy wyznaczonymi grupami (@cr), pomiedzy populacjami w poszczegdlnych
grupach (@sc) oraz w obrebie populacji (Dsr).

Bazujac na sekwencjach mtDNA-cr w oparciu o analiz¢ AMOVA w programie
Arlequin v.3.11 dokonatam oceny zmiennosci i struktury genetycznej miedzy 14 badanymi
populacjami tosi, traktujac najpierw wszystkie populacje jako jedna grupg. Istotnosc¢
statystyczng testowatam wykonujac 10 000 permutacji. Do okre$lenia przestrzennego
wzoru genetycznej dywergencji wykorzystalam przestrzenng analiz¢ wariancji
molekularnej w programie SAMOVA ver. 1.0 (ang. Spatial Analysis of Molecular
Variance; Dupanloup i wsp. 2002). SAMOVA pozwala dokona¢ identyfikacji wyraznie
roéznych genetycznie populacji w porownaniu do ich geograficznej lokalizacji.
Wytypowanie najbardziej prawdopodobnego, geograficznego modelu grupowania
populacji przeprowadzitam wyznaczajac ilo$¢ grup od K =2 do K = 8, istotnos¢

statystyczna wyznaczajac przy 10 000 permutacji.

Identyfikacja odrebnych grup genetycznych za pomocq programu Structure

Czesto trudno jest okresli¢, ile odregbnych genetycznie grup wystepuje na
analizowanym obszarze, poniewaz Wyznaczenie rzeczywistej liczby populacji nie jest
zadaniem tatwym. W celu zidentyfikowania grup genetycznie zroznicowanych populacji
dla 14 populacji tosi postuzytam si¢ programem Structure v.2.3.3 (Pritchard i wsp. 2000,
2010). Program zaktada wystgpowanie zatozonych a priori liczb (K) ré6znych genetycznie
grup i oparty jest o metodg grupowania przy uzyciu genotypéw osobnikow w wielu loci
mikrosatelitarnych. Algorytm szacuje czg¢stosci alleli w wielu loci charakterystyczne dla
kazdej z K wyznaczonych grup i jednoczesnie oblicza dla kazdego osobnika, jaki procent

jego genomu nalezy do kazdej z K grup. Nastgpnie sprawdzane sa rdzne wartosci K
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I dokonywana jest ocena statystycznego dopasowania modelu do posiadanych danych.
Istnieja dwa podejscia, ktére wyznaczaja najbardziej prawdopodobna wartos¢ K.

W pierwszym z nich brana jest pod uwage warto$¢ logarytmu Ln(K), ktory przy
najbardziej prawdopodobnej liczbie grup wykazuje duza wariancj¢ pomigdzy seriami

I ktory cechuje si¢ tendencja do ciaglego, nieznacznego wzrostu, wzglednie utrzymuje si¢
na jednym poziomie (Rosenberg i wsp. 2001). Drugie podejscie oparte jest na
zobrazowanej graficznie wartosci delta K (4K), pokazujacej wyrazny szczyt przy
prawidlowej liczbie grup (Evanno i wsp. 2005).

Dla wszystkich osobnikow zgenotypowanych w 11 loci mikrosatelitarnego DNA
przeprowadzitam tacznie cztery symulacje przypisania osobnikow do grup genetycznych,
na poczatku zaktadajac, ze analizowana pula osobnikow stanowi jedna grupeg (K = 1),

a nastepnie, ze obecne sg grupy od K = 2 do K = 4. W symulacjach wyznaczytam wstepne
200 000 interakcji, by nastgpnie wykona¢ 1 000 000 powtdrzen zgodnie z algorytmem
MCMC (ang. Markov Chain Monte Carlo).

Pokrewienstwo genetyczne

Do genetycznego okreslenia stopnia pokrewienstwa osobnikéw wykorzystywana
jest faczna informacja uzyskana na podstawie analizy wielu polimorficznych loci
autosomalnych. Wnioskowanie o pokrewienstwie wymaga zazwyczaj jego ilosciowej
miary okreslanej jako wspotczynnik r, ktoérego interpretacja pozwala ocenic, jakie jest
prawdopodobienstwo, ze allele obecne u danego osobnika sa takze w posiadaniu
okreslonego krewnego. Wspodtczynnik r przyjmuje wartosci od 0 do 1:

r = 0 dla osobnikdéw niespokrewnionych,

r=0,125 dla kuzynow,

r =0,25 dla przyrodniego rodzenstwa lub danego osobnika i jego wujkow, ciotek,
dziadkow oraz wnukow,

r=0,5 dla petnego rodzenstwa i par rodzic-potomek,

r = 1 dla blizniat jednojajowych.

Korzystajac z programow Kinship (Goodnight i Queller 1999) 1 Kingroup v.2 (Konovalov
1 wsp. 2004) opartych na statystycznej metodzie najwigkszej wiarygodnosci wyliczytam

wspotczynnik pokrewienstwa genetycznego (r) dla wszystkich par osobnikow w kazdej
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analizowanej populacji i dla wszystkich populacji potraktowanych jako jedna grupa oraz
srednig warto$¢ r dla kazdej populacji i dla catej proby, wykonujac 10 000 permutacji.
Nastepnie w programie FSTAT v.2.9.3 (Goudet 1995) testowatam istotno$¢ roéznic tego

parametru migdzy poszczegdlnymi populacjami, wykonujac 10 000 permutacji.

Przeplyw genow miedzy populacjami i identyfikacja migrantow

Przeptyw gendéw zazwyczaj wyraza si¢ jako tempo migracji m, czyli proporcja alleli
w populacji pochodzacych od osobnikéw bgdacych imigrantami w danym pokoleniu.
Bezwzgledna liczba osobnikéw wymieniana mi¢dzy populacjami w ciagu kazdego

pokolenia okreglana jest jako Nm. Srednia liczbe migrantéw (Nm) wyliczytam ze wzoru

(Wright 1978):

Nm = (l — FST)/4FST,

wykonujac obliczenia dla mtDNA-cr i 11 loci mikrosatelitarnych, a nastepnie poréwnujac
uzyskane warto$ci Nm wyliczone dla mikrosatelitarnego DNA i dla mtDNA-cr. Wraz ze
wzrostem liczby migrantéw spada warto$¢ Fsr, czyli spada zréznicowanie migdzy
populacjami. Gdy populacje charakteryzuje swobodny przeptyw gendéw (Nm >> 10), brak
jest migdzy nimi zr6znicowania genetycznego. W skrajnym przypadku, gdy mamy
izolowane populacje, ktére w ogdle nie wymieniaja miedzy soba genow, Nm =0, a Fst =
1. W przypadku mtDNA, dziedziczonego tylko w linii matczynej, catkowita liczba
migrantow wymienianych migdzy dwiema populacjami na pokolenie (M) wynosi 2Nm,
natomiast w przypadku mikrosatelitarnego DNA — 4Nm (Hamilton i wsp. 2005). Pte¢
wykazujaca wigksza sktonno$¢ do dyspersji charakteryzuje sig nizszymi
migdzypopulacyjnym wartosciami zroznicowania genetycznego, niz pte¢, ktora cechuje
mniejszy potencjat do dyspersji (Mossman i Waser 1999). Por6wnanie wartosci Nm dla
mtDNA i mikrosatelitarnego DNA pozwala wykry¢, czy osobniki obu pici podejmuja
dyspersje w jednakowym stopniu.

Genotypy osobnikow zidentyfikowane w mikrosatelitarnym DNA postuzyty mi

réwniez do wyznaczenia w programie GeneClass2 (Piry i wsp. 2004) osobnikow, ktore
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stanowity pierwsze pokolenie imigrantow (FO) i do zidentyfikowania ich
prawdopodobnych populacji zrédtowych. Prawdopodobienstwo wykrycia migrantow

w pierwszym pokoleniu wyliczane jest ze wzoru (Paetkau i wsp. 2004):

L = Lhome/Lmax,

gdzie: Lpome 0znacza prawdopodobienstwo wyliczone dla populacji, z ktorej osobnik byt
pobrany,
Limax — warto$¢ najwigkszego prawdopodobienstwa pomigdzy wszystkimi

populacjami, w tym tez populacji, z ktorej osobnik zostal pobrany.

Program GeneClass2 przyporzadkowuje poszczego6lne osobniki wedtug metod
bayesowskich (Rannala i wsp. 1997), ktdre oparte sa na normalnym rozktadzie frekwencji
alleli w populacji oraz metod genetycznych dystansow, przyporzadkowujacych osobniki
do populacji kierujac si¢ ich najmniejszym dystansem genetycznym. W analizach
zastosowatam metodg Paetkau i wsp. (1995) oparta na frekwencji alleli, przyjmujac
warto$¢ 0,01 jako frekwencje dla brakujacych alleli. Prawdopodobienstwo wykluczenia
osobnika, w przypadku, gdy potencjalnie zrodtowa populacja okazuje si¢ nia nie by¢,
liczytam zgodnie z algorytmem Monte Carlo wykonujac 1 000 symulacji (Paetkau i wsp.

2004) i zaktadajac dla wartosci alfa wartos¢ progowa 0,01.

Identyfikacja sygnatu doboru naturalnego

Testowanie dziatania doboru jest jednym z najwazniejszych elementéw analiz,
w ktorych wykorzystane sa ztozone genotypy osobnikoéw W wielu loci. Jednym z narzgdzi,
umozliwiajacym identyfikacje loci znajdujacych si¢ pod wptywem dziatania doboru
naturalnego, jest program LOSITAN (ang. LOoking for Selection In a TANgled dataset;
Antao i wsp. 2008). Program LOSITAN pozwala wykry¢ loci wykazujace wartosci
zréznicowania genetycznego odbiegajace od pozostalych (ang.,,outlier” ) w oparciu
o metode FDist (Beaumont 1 Nichols 1996), wykorzystywana dla markerow
molekularnych kodominujacych, takich jak mikrosatelitarny DNA, SNPs czy allozymy.

Pozwala ona wyznaczy¢ zwiazek pomigdzy wspotczynnikiem Wright’a Fsrt
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1 heterozygotycznoscia oczekiwana (Hg) poprzez poréwnanie obserwowanego rozktadu
Fst vs He i1 rozktadu oczekiwanego w modelu wyspowym migracji z markerami
neutralnymi. Loci, ktore maja zdecydowanie wyzsze lub nizsze niz oczekiwane wartosci
Fst sa rozpoznawane jako ,,outliersi”, czyli kandydaci podlegajacy dziataniu doboru.

W programie LOSITAN, najpierw w oparciu 0 wszystkie loci, wyznaczana jest wartos¢
srednia Fst. Nastgpnie, po pierwszej serii analiz, loci znajdujace si¢ poza granicami
przyjetego przedziatu ufnosci sa usuwane, a wartos¢ érednia Fst jest liczona ponownie dla
domniemanych loci neutralnych, ktore nie zostaly usunigte. W trakcie wyliczen usuwane
sa najbardziej odbiegajace loci, przy czym wszystkie loci sa uwzglednione w obliczeniach
ostatniej serii analiz, dzigki czemu zostaje oszacowany ich status, okreslajacy, czy

1 jakiemu rodzajowi doboru podlegaja.

Program LOSITAN wykorzystatam do sprawdzenia, czy locus MHC 1l DRB jest
kandydatem na ,,outliera”, ktory podlega dziataniu doboru naturalnego. Jako tto
genetyczne wykorzystatam 11 loci mikrosatelitarnego DNA, na ktore z zasady nie dziata
dobor. Zastosowatam w kazdej serii 10 000 symulacji, CO pozwolito mi zidentyfikowac

gorne i dolne limity wartosci Fst przy 95% poziomie ufnosci (95% C.1.).

Analizy filogenetyczne mitochondrialnego DNA

Wybor modelu substytucji nukleotydowej

Podstawowym zadaniem metod rekonstrukcji drzew jest wybor takiego drzewa,
ktore bedzie najbardziej stabilne 1 wiarygodne, przy okreslonych zatoZzeniach metody
1 wybranym modelu (Hall 2008). Istotnym elementem jest wigc wyznaczenie najbardziej
odpowiedniego modelu, ktory pozwoli oszacowac relacje filogenetyczne na podstawie
sekwencji DNA zobrazowane odpowiednim drzewem filogenetycznym.

Istnieje wiele modeli substytucji, opartych na réznych parametrach, stuzacych
wyznaczaniu dystansu migdzy sekwencjami. Do parametréw modelu ewolucji sekwencji
nukleotydowych zaliczamy czgstosci nukleotydow, prawdopodobienstwo zmiany
nukleotydu w kazdy inny, nier6wne tempom mutacji dla r6znych pozycji w sekwencji oraz
proporcj¢ pozycji niepodlegajacych zmianom w sekwencji. Najprostszym modelem jest
jednoparametryczny model Jukesa-Cantora (1969, JC69), ktory zaktada, ze czgstos¢

wystgpowania wszystkich czterech nukleotydéw w sekwencji jest jednakowa 1 wynosi
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25%. Autorzy modelu (1969) przyjeli, ze kazdy nukleotyd w kazdej pozycji sekwencji
zmienia si¢ w jeden z trzech pozostatych nukleotydéw z rownym prawdopodobienstwem.
Model nie uwzglednia faktu, ze tranzycje (Tz) zachodza cze¢$ciej niz transwersje (TV), €O
moze znacznie wptywac na wynik analiz. Warunek zaktadajacy rozne tempo zajscia
mutacji typu tranzycji i transwersji uwzglednia z kolei dwuparametryczny model Kimury
(1980, K2P, K80). Wspdtczynnik Tz do Tv dla wigkszos$¢ genow jadrowych zawiera sig

w przedziale 0,5 — 2,0, a w przypadku mtDNA moze dochodzi¢ nawet do 15. Wynika to

z prostej przyczyny, wedtug ktorej tranzycje nukleotydowe sa bardziej prawdopodobne,
poniewaz zamiana zachodzi migdzy zwiazkami o podobnej budowie, natomiast transwersje
dotycza zwiazkdow o odmiennej strukturze. Wigkszos¢ tranzycji ma takze charakter
milczacy, podczas gdy transwersje czgsciej powoduja zmiang aminokwasu.
Trojparametryczne modele, np. Felsensteina (1984, F84), Hasegawy-Kishino-Yano (1985,
HKY85) i Tamura-Nei (1993, TN93) uwzgledniaja réznice w czgstosci wystgpowania
poszczegolnych nukleotydow w badanych sekwencjach oraz proporcje Tz do Tv.
Najbardziej ztozonym modelem jest tak zwany model ogdlny, ktéry dla kazdego z 12
mozliwych podstawien zaktada parametr okreslajacy prawdopodobienstwo tego
podstawienia. Jego nieco uproszczona wersja jest model substytucji nukleotyddéw
zaktadajacy odwracalnos¢ ewolucji (ang. General Time Reversible, GTR; Tavaré 1986).
W modelu tym prawdopodobiefistwo zmiany jednego nukleotydu w inny (np. A — C) jest
takie same, jak zmiany powrotnej (czyli np. C — A). Model uwzglednia sze$¢ parametrow
opisujacych czgstos¢ poszczegdlnych typoéw mutacji 1 cztery parametry opisujace czgstosc
nukleotydow. Z zatozenia, bardziej ztozone modele, oparte na wigkszej liczbie
parametréw, moga lepiej oszacowac odlegto$¢ migdzy sekwencjami, ale jesli
uwzglednimy, ze wariancja (d) wzrasta proporcjonalnie do liczby parametréw, to
zastosowanie prostszego modelu moze w niektorych przypadkach da¢ taki sam rezultat, jak
wykorzystanie skomplikowanego modelu wymagajacego duzych naktadow mocy
obliczeniowej (Nei i Kumar 2000).

Metody, ktore wykorzystywane sa do wyboru modelu ewolucji, opieraja si¢ na
poréwnaniu wiarygodnosci (ang. likelihood) wyznaczonych modeli i statystycznym
przetestowaniu, czy uzasadnione jest wprowadzanie do modelu wigkszej liczby
parametrow, ktore dany model czynia bardziej skomplikowanym. Wsréd

najpopularniejszych wymieniany jest test LRT (ang. likelihood ratio test), porownujacy
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wiarygodno$¢ modeli zagniezdzonych, test oparty o kryterium informacji Akaike (ang.
Akaike Information Criterion, AIC) oraz test oparty na bayesowskim kryterium informacji
(ang. Bayesin Information Criterion, BIC). Dwa ostatnie testy wykorzystywane sa do
porownywania modeli niezagniezdzonych 1 uwzgledniaja zarowno kary, bedace efektem
wprowadzenia dodatkowych parametréw oraz nagrody za lepsze dopasowanie do danych.
Zbidér mozliwych modeli dla sekwencji analizowanych genow mtDNA
wyznaczytam korzystajac z programu jModelTest (Posada 2008) za pomoca testu AIC,

w ktorym kryteria informacji wyliczane sa ze wzoru:

AIC =-2InL + 2k,

gdzie: L to wiarygodnos¢ badanego modelu,
k jest liczba parametrow modelu,

n oznacza liczbg pozycji nukleotydowych.

Przygotowanie danych do konstrukcji drzew filogenetycznych

Wsroéd mozliwych do otrzymania drzew sa drzewa nieukorzenione i ukorzenione.
Warunkiem wygenerowania drzewa ukorzenionego jest uwzglednienie w analizach grupy
zewngtrznej (ang. outgroup). Grupeg zewnetrzng stanowia sekwencje, ktore sa dalej
spokrewnione z sekwencjami grupy wewnetrznej, niz sekwencje tej grupy ze soba
nawzajem. Drzewa ukorzenione zawieraja wyszczegélniony wezel, zwany korzeniem,
reprezentujacy ostatniego wspolnego przodka analizowanych jednostek taksonomicznych
(ang. operational taxonomic units, OTU), ktorych sekwencje wykorzystane zostaty do
konstrukcji drzewa.

Jako grupg zewngtrzna przy konstrukcji drzew filogenetycznych opartych
o haplotypy mtDNA wyznaczytam sekwencje mtDNA dwoch gatunkow z rodziny
jeleniowatych, mianowicie renifera (GenBank nr sekwencji AB245426, Wada i wsp. 2005,
dane niepubl.) i jelonka btotnego (Hydropotes inermis, GenBank nr NC011821, Liu
1 Huang 2009, dane niepubl.). Oprocz haplotypow, ktore stwierdzitam w trakcie badan, do
wygenerowania poszczegolnych drzew wykorzystatam takze sekwencje mtDNA tosi
dostgpne w GenBanku (NCBI). Dla drzewa obrazujacego pokrewienstwa filogenetyczne
pomigdzy haplotypami mtDNA-cr byty to sekwencje A. alces opisane przez Hundertmarka
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1 wsp. (2002a) o nastepujacych numerach: AF412225, AF412226, AF412227 — AF412234,
AF412253, AF412254, AF412257 — AF412260, AF412262 — AF412264 | AF412266.
Natomiast dla zobrazowania relacji filogenetycznych w obrebie cytochromu b mtDNA
skorzystatam z sekwencji opracowanych przez Ludta i wsp. (2001, dane niepubl.) dla

A. a. cameloides (GenBank nr AY035872) i A. a. pfizenmayeri (GenBank nr AY(035873)
oraz przez Naidu i wsp. (2012) dla A. alces (GenBank nr JF489131). Do odtworzenia
relacji filogenetycznych sekwencji mtDNA-cr potaczonych z cytochromem b mtDNA to
wykorzystatam warianty genetyczne dla A. alces (GenBank nr JN632595, Hassanin i wsp.

2012) i R. tarandus (Wada i wsp., dane niepubl.).

Konstrukcja drzew filogenetycznych za pomocq metody dystansow: lqczenia sqsiadow
(NJ), metody maksymalnego prawdopodobienstwa (ML) oraz metody wnioskowania
bayesowskiego

Do konstrukcji drzew filogenetycznych przedstawionych w niniejszej rozprawie
uzytam trzech metod: NJ (ang. Neighbor-Joining), ML (ang. Maximum Likelihood) oraz
metody wnioskowania bayesowskiego (ang. bayesian inference, Bl).

Metody dystansow uwazane sg za jedne z najprostszych i najszybszych metod
wykorzystywanych w analizach filogenetycznych. Ich gléwna istota jest obliczenie dla
kazdej pary sekwencji parametru, ktéry wyznaczatby miarg ich niepodobienstwa, czyli
odlegtosci, najczgsciej rozumianej jako liczba mutacji pomigdzy obiema sekwencjami.

W efekcie dokonuje sig¢ konwersji sekwencji na macierz dystansow par wszystkich
kodowanych sekwencji. Z szeregu licznych algorytmoéw przeznaczonych do budowy
drzewa na podstawie macierzy dystansOw, najczgsciej stosowana jest metoda taczenia
sasiadow, NJ (Saitou i Nei 1987). Metoda NJ opiera si¢ na taczeniu sekwencji w pary, tak
by w powstalym drzewie dtugo$¢ gatezi byla jak najmniejsza. Algorytm wykorzystany do
budowy drzewa NJ nie zaktada statego tempa substytucji na r6znych gateziach danego
drzewa. Jako punkt wyjs$cia wykorzystywane jest drzewo o topologii gwiazdy, w ktorym
wszystkie wezty potaczone sa jednym weztem centralnym. W pierwszej rundzie wybierana
jest taka para sekwencji, z potaczenia ktorej w nastgpnym etapie otrzymujemy drzewo

o najkrotszej catkowitej dtugosci gatezi. Procedura ta jest powtarzana do momentu

wytonienia wszystkich ,,sasiadow” 1 zbudowania drzewa. Na podstawie wygenerowane;j
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serii macierzy otrzymujemy drzewo $cisle dychotomiczne, bowiem z kazdego
wewngetrznego wezta wychodza doktadnie dwie gatezie. Metoda NJ bazuje réwniez na
zatozeniu addytywnosci, poniewaz odlegtos¢ miedzy dwoma dowolnymi weztami na
drzewie odpowiada sumie dtugosci wszystkich faczacych je gatezi.

Do rekonstrukcji drzewa metoda NJ uzytam programu Mega v.5.05 (Tamura i wsp.
2011). Oceng istotnosci statystycznej uzyskanego drzewa przeprowadzitam za pomoca
testu samoprobkowania (ang. bootstrap; Felsenstein 1985), ktory symuluje powtarzanie
zbieranych danych w celu oszacowania rzetelnosci drzewa. Cata procedurg, zwiazana
migdzy innymi z konstruowaniem drzewa i rejestracja wezldw obecnych w wyjsciowym
drzewie, powtarzatam 1 000 razy. Liczba zbieznych i roznych gal¢zi byta notowana
i wyrazana w procentach, przypisywanych danemu weztowi, jako procent poparcia
bootstrap (ang. bootstrap suport, BS). Niskie warto$ci BS nie oznaczaja fatszywych
powiazan, lecz wskazuja, ze sa one stabo potwierdzone, np. przez niewielka liczbe danych,
jakimi dysponujemy. Wartosci BS > 70% pozwalaja z kolei wnioskowac, ze wykorzystane
dane byty bogate w informacje, a otrzymanemu we¢ztowi mozemy przypisac rozsadne, tj.

duze prawdopodobienstwo.

Metoda maksymalnego prawdopodobienstwa, ML (Cavalli-Sforza i Edwards 1967;
Felsenstein 1981) nalezy do grupy metod przeszukujacych przestrzen drzew
filogenetycznych i badajacych niepewnos¢ w oparciu o funkcj¢ wiarygodnosci. ML
uwazana za jedna z najdoktadniejszych metod, w ktorej dla danego zbioru sekwencji przy
zatozonym modelu substytucji warto$ci wiarygodnosci sa obliczane dla kazdej mozliwej
topologii.

Do rekonstrukcji drzew metoda ML uzytam programu Mega v.5.05 (Tamura 1 wsp.
2011). Stopien poparcia dla poszczegdlnych zgrupowan sekwencji wyroéznionych
w analizie filogenetycznej okreslitam stosujac 1 000 powtdrzen bootstrap. Wariant
topologii drzewa kreowalam zgodnie z algorytmem zmian najblizszego sasiada (ang.
Nearest Neighbor Interchange, NNI), ktory wyszukuje topologie najlepiej pasujaca do
zbioru danych. Dla wygenerowanego wariantu drzewa wyliczane sa optymalne dtugosci
poszczegdlnych galezi, a najbardziej prawdopodobne z nich zapamigtywane sa jako
najlepszy wybodr. Nastgpnie powtarzane jest losowanie z oryginalnego zbioru danych,

zbioréw o tej samej wielko$ci. Dla kazdego miejsca na drzewie wyznaczane jest jego
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prawdopodobienstwo w postaci logarytmu wiarygodnosci (InL;). Logarytm wiarygodnosci

catego drzewa stanowi suma logarytmow wiarygodnosci wszystkich jego miejsc:

]n‘['r:'."z._:-.-.-o = Z ]]‘ﬂ_-._ ,
i=1

gdzie: InLgrzewo jest logarytmem wiarygodnosci zaobserwowania przyroéwnania
w warunkach okreslonego modelu ewolucyjnego i1 drzewa o okreslonej topologii
1 dlugosci gatezi.

Metody ML staraja si¢ wigc znalez¢ drzewo o najwigkszym logarytmie wiarygodnosci.

Analiza bayesowska (Rannala i Yang 1996; Mau i Newton 1997) jest odmiana
metody najwigkszej wiarygodnos$ci, poszukujacej nie jedynego wlasciwego drzewa
filogenetycznego, ale calego ich zbioru o zblizonych warto$ciach prawdopodobienstwa
wobec istniejacych danych i zastosowanego modelu ewolucji sekwencji. Analiza ta
najczesciej odwotuje si¢ do metody Monte Carlo z wykorzystaniem tancucha Markowa
(ang. Markov Chain Monte Carlo method, MCMC, Yang i Rannala 1997; Larget i Simon
1999; Mau i wsp. 1999), w ktorej wykorzystuje si¢ algorytm Metropolisa-Hastingsa (MH;
Metropolis i wsp. 1953; Hastings 1970; Green 1995), pobierajac proby drzew z rozktadu
prawdopodobienstwa a posteriori. Istota metody MCMC jest losowe przemieszczanie sig
po przestrzeni drzew, w czasie ktorej zmianie moga ulega¢ wartosci parametrow modelu,
takie jak migdzy innymi topologia 1 dtugos¢ gatezi. Lancuch inicjalizowany jest od losowo
wybranego drzewa, a nastgpnie proponowane jest nowe drzewo 1 obliczany jest stosunek
wiarygodno$ci nowego drzewa do starego poprzez losowanie liczby z przedziatu od 0 do 1.
Jezeli jest ona mniejsza od obliczonego stosunku prawdopodobienstw, to zostaje przyjgte
nowe drzewo, w przeciwnym razie aktualny stan pozostaje nadal. W ten sposob
generowane jest jedno pokolenie tancucha. Mimo ogoélnej tendencji akceptowania drzew
o stopniowo wzrastajacej wiarygodnosci, warto zaznaczy¢, ze przyjmowane sa rowniez
drzewa o nizszej wiarygodnosci, gdy wartos$ci te sa nieco mniejsze od aktualnego drzewa.
Proces proponowania nowych stanow, kalkulowania prawdopodobienstwa akceptacji oraz
akceptowania lub odrzucania nowych stanow jest powtarzany przez miliony pokolen,

przez co, zapisujac stany co kilkaset pokolen, formuje si¢ tancuch Markowa (Huelsenbeck
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1 wsp. 2001). Interpretacja wynikow symulacji jest prosta: prawdopodobienstwo a
posteriori danego drzewa jest proporcjonalne do liczby jego wystapien w probie drzew
zapisanych w czasie symulacji MCMC, natomiast prawdopodobienstwo a posteriori
wyznaczonych kladéw jest suma prawdopodobienstw drzew na ktorych dany klad zostat
stwierdzony.

Do oszacowania drzew metoda bayesowskq wykorzystatam program Beast v.1.6.2
(ang. Bayesian evolutionary analysis sampling trees; Drummond i wsp. 2012). Analizy
prowadzitam zgodnie z algorytmem MCMC stosujac 30 000 000 interakcji i traktujac
pierwsze 10% interakcji, jako wstepne oraz dokonujac zapisu co 3 000 pokolen. Uzyskane
drzewa odczytatam w programie TreeAnnotator v1.7.2 wchodzacym w sktad programu

Beast, a nastgpnie odtworzylam graficznie w programie FigTree v1.3.1 (Rambaut 2009).

Sieci haplotypow

Ocena relacji wystgpujacych migdzy haplotypami z wykorzystaniem tradycyjnych
metod przeznaczonych do rekonstrukcji filogenetycznych, takich jak metoda maksymalnej
parsymonii czy tez metoda laczenia sasiadéw, czesto obarczona jest licznymi
trudnos$ciami. Obok zastosowania tradycyjnych metod, rezultat otrzymania wielu
mozliwych drzew jest najlepiej wyrazony poprzez sie¢ filogenetyczna, ktéra obrazuje
alternatywne, potencjalne powiazania migdzy sekwencjami nukleotydowymi. W sieciach
filogenetycznych mozna okresli¢ istniejace wspotczesnie sekwencje, sekwencje
nieznalezione przez nas w badanym materiale, czy tez sekwencje osobnikéw wymartych
oraz przedstawi¢ zwiazki z sekwencjami, ktore od nich pochodza. Sieci filogenetyczne
umozliwiaja rowniez uzyskanie znacznie wigkszej ilosci informacji filogenetyczne;,
zawartej w analizowanych sekwencjach (Posada i Krandall 2001). Przyktadem moga tu
by¢ petle, uzyskiwane podczas konstrukcji sieci filogenetycznych. Z jednej strony sa one
produktem homoplazji, a z drugiej strony moga wskazywac na zjawisko rekombinacji.
Wigkszo$¢ metod wykorzystywanych do tworzenia sieci nalezy do metod dystansoéw, ktore
opieraja si¢ na wspolnej idei minimalizowania dystansow, rozumianych jako liczba
mutacji wystgpujacych wsrdd analizowanych haplotypéw. Jedna z popularnych technik
konstruowania sieci filogenetycznych sa algorytmy MJ (ang. median joining) programu
Network, taczace cechy algorytmu Kruskal’a szukajacego drzew MS (ang. minimum-

spanning) poprzez faworyzowanie krotkich potaczen oraz heurystycznego algorytmu MP
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Farris’a, ktory kolejno dodaje nowe rozgatgzienia (ang. median vectors). W metodzie tej,
na poczatku taczone sa drzewa MS wewnatrz pojedynczej sieci. Drzewa MS konstruowane
sa poprzez taczenie n liczby haplotypow, przez co w konsekwencji powstaje kompletna
sie¢ zawierajaca n-1 gatezi. Drzewo jest minimalne wtedy, kiedy catkowita dlugos$¢ gatezi
jest minimalna dtugos$cia niezbg¢dna do polaczenia wszystkich n haplotypow. Nastepnie,
zgodnie z kryterium parsymonii, do konstruowanej sieci dodawane sa brakujace haplotypy,
nazywane median vectors. Metoda MJ jest wyjatkowo szybka metoda, ktora analizuje
tysiace haplotypow w rozsadnym czasie, ale warunkiem koniecznym do jej zastosowania
jest brak rekombinacji.

W programie Network 4.6.1.0 (http://www.fluxus-engineering.com)
skonstruowatam sie¢ dla potaczonych sekwencji mtDNA (sekwencje mtDNA-cr
i cytochromu b mtDNA\) oraz sie¢ dla sekwencji genu DBY14 znalezionych u tosi, przy
sporzadzaniu ktoérej wykorzystalam rowniez jedna sekwencj¢ genu DBY 14 uzyskana dla
sarny europejskiej (Swistocka, dane niepubl.) oraz sekwencje uzyskane z GenBanku dla
bawolu domowego, Bubalus bubalis (GenBank nr AY936552), bizona (GenBank nr
AY936553), gaura, Bos gaurus (GenBank nr AY936554) i bydta domowego (GenBank nr
AY936555).

Datowanie zdarzen ewolucyjnych

Zuckerkandl i Pauling (1962) w oparciu o zatozenie, ze tempo ewolucji mierzone
liczba podstawien nukleotydowych lub zmian w sekwencji aminokwasowej jest wzglednie
state w czasie we wszystkich liniach rodowych, jako pierwsi stwierdzili, ze sekwencje
DNA 1 biatka sa dobrym miernikiem czasu do datowania wydarzen ewolucyjnych.
Koncepcja ta, nazywana koncepcja zegara molekularnego, gloszona i broniona p6znie;j
przez Wilsona (Wilson i wsp. 1977, 1987), stanowi jedna z najbardziej spektakularnych
i zaskakujacych konsekwencji filogenetyki molekularnej. Jej idea wynika z teorii

neutralnej ewolucji Kimury (1983), wedtug ktore;:

k= 2Nl'u,

gdzie: Kk —tempo utrwalania substytucji na pozycj¢ nukleotydowa na rok,
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2N — rozmiar diploidalnej populacji,

I’ liczba pojawiajacych si¢ substytucji na rok,

U — prawdopodobienstwo utrwalenia si¢ substytucji.
W przypadku, gdy ewolucja danej molekuty jest neutralna to u = 1/2N, a wiec
prawdopodobienstwo utrwalenia si¢ mutacji jest tym wigksze, im dana populacja jest
mniejsza. W efekcie otrzymujemy jedna z najwazniejszych formut ewolucji molekularne;j,
wedhug ktorej tempo utrwalania neutralnych substytucji zalezy tylko 1 wytacznie od ich
tempa pojawiania si¢, a zatem w tym samym genie 1 w roznych liniach ewolucyjnych
liczba powstajacych mutacji jest w przyblizeniu taka sama.

W programie Mega v.5.05 (Tamura i wsp. 2011) wyliczytam dywergencje
sekwencji netto (Da) dla mtDNA-cr (607 pz) pomigdzy europejskimi kladami tosi oraz
pomigdzy poszczegolnymi galeziami/grupami kladu Centralna Europa zdefiniowanymi na

drzewie filogenetycznym, korzystajac ze wzoru (Nei i Li 1979):

Da = Dyy — (dx + dy)/z,

gdzie: dxy — $redni dystans pomigdzy grupami X i Y analizowanego taksonu,

dx i dy — $redni dystans wewnatrz grup.
Analiz¢ przeprowadzitam zgodnie z zatozeniami modelu Tajima-Nei, a istotnos¢
statystyczna testowatam metoda bootstrapu wykonujac 1 000 replikacji. Obliczenia
warto$ci Da wykonatam rowniez w programie DnaSP v.5 wedlug modelu Jukesa i Cantora
(1969), zgodnie z ktorym ocenitam odchylenie standardowe. Nastepnie, przyjmujac tempo
ewolucji regionu kontrolnego oszacowane dla Cervidae rzedu 4 — 8% na 1 min lat i 2% na
1 min lat dla cytochromu b (Randi i wsp. 1998), okreslitam przyblizony czas rozdzielenia
si¢ poszczegdlnych kladow/grup filogenetycznych tosi. Analizy te wykonatam roéwniez
przy zatozeniu tempa mutacji dla regionu kontrolnego mtDNA rzedu 31,4% substytucji na

1 milion lat przewidziane dla bydta domowego (Bradley i wsp. 1996).

Rozktad liczby niedopasowan nukleotydowych (ang. mismatch distribution)

Rozktad liczby niedopasowan nukleotydowych (Rogers 1 Harpending 1992)

pomigdzy wszystkimi haplotypami dostarcza informacji na temat historii zmian
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demograficznych, ktore zaszty w populacji. Rozktad ten zwykle przyjmuje obraz
multimodalny w przypadku prob, pochodzacych z populacji znajdujacej si¢

w demograficznej rownowadze. Jest on z kolei jednomodalny, gdy populacja przeszta
przez etap niedawnej ekspansji demograficznej, zachodzacej na przyktad po efekcie
waskiego gardta (Rogers i Harpending 1992) lub w wyniku wysokiego poziomu migracji
zachodzacej pomigdzy sasiadujacymi populacjami (Ray i wsp. 2003; Excoffier 2004).
Bazujac na sekwencjach mtDNA-cr (607 pz) wykonatam wykresy przedstawiajace rozktad
liczby niedopasowan dla 13 populacji tosi wystepujacych w Polsce potraktowanych jako
jedna grupa, dla kladu Centralna Europa, grupy Biebrza oraz Fennoscandia. Dodatkowo,
sporzadzitam wykres rozktadu liczby niedopasowan nukleotydowych dla grupy Biebrza
w oparciu o sekwencje odcinka mtDNA-cr o dtugosci 351 par zasad. W przypadku, gdy
otrzymany wykres rozktadu niedopasowan nukleotydowych przyjmuje gtadki ksztatt 1 jest
jednomodalny mozemy wyliczy¢ czas ekspansji (Mao i wsp. 2010). Parametry opisujace
ekspansje to: Tau (z), ThetaO (6p) i Thetal (¢1), SSD (warto$¢ testu najmniejszych
kwadratow) oraz indeks raggedness.

Parametr 7 (Tau) oznacza czas ekspansji od wielko$ci populacji Ng do N liczony

w jednostkach mutacyjnych i obliczany jest ze wzoru (Rogers 1995):

7=2put,

gdzie: 7 — czas ekspansji w jednostkach mutacyjnych,
t — czas ekspansji demograficznej;

B =Ag,

gdzie: A —tempo mutacji/lmin lat i x dlugo$¢ sekwencji,

g — dlugos¢ pokolenia danego gatunku.

Parametr  moze czasem prowadzi¢ do niedoszacowania wieku ekspansji, dlatego stosuje
sig O i 61, ktore sa iloczynem wielko$ci populacji No i Ny oraz tempa mutacji.
Indeks raggedness (r; Harpending 1994) jest wskaznikiem nierownos$ci obserwowanego

rozktadu liczby niedopasowan nukleotydowych i obliczany jest ze wzoru:
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d+1
r= Z ::K'. - K;—‘l:': :
i=1

gdzie: x; — frekwencja haplotypow, ktore roznia si¢ w i pozycji,

d — maksymalna liczba obserwowanych roznic.
Wskaznik r przyjmuje niskie warto$ci dla rozktadéw jednomodalnych, z ptynna ekspansja
demograficzna, a wysokie dla rozktadow multimodalnych, w populacjach stacjonarnych
(Rogers i Harpending 1992).

Analizy przeprowadzitam w programie Arlequin v.3.11 i DnaSP v.5, testujac
istotno$¢ indeksu r metoda bootstrap, wykonujac 1 000 replikacji i wyliczajac istotnosc¢
statystyczna wskaznika SSD przy poréwnaniu obserwowanego i oczekiwanego rozktadu

liczby niedopasowan nukleotydowych.
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WYNIKI

Mitochondrialny DNA — zmienno$¢, dywergencja, struktura

Sekwencje regionu kontrolnego mtDNA w populacjach wspétczesnych

Sekwencje tRNAP™ o dtugosci 55 par zasad polaczone z odcinkiem regionu
kontrolnego mtDNA o dtugosci 552 par zasad (taczna dlugos$¢ analizowanego odcinka —
607 pz) otrzymatam dla 588 osobnikow z Polski, 15 osobnikéw z Litwy 1 9 z Niemiec.

W analizowanym materiale stwierdzitam wystgpowanie 12 haplotypow, w tym siedmiu do
tej pory nieopisanych u tosi. Zidentyfikowane 12 wariantow genetycznych stanowi 71%
og6tu haplotypéw mtDNA-cr tosi opisanych w Europie. Wprowadzone w niniejszej
rozprawie kolejne numery od H1 do H12 nadane poszczegolnym haplotypom sa efektem
przeprowadzonej w 2010 roku jednolitej standaryzacji sposobu oznaczania wariantow
genetycznych losi wykrytych przez Zaktad Zoologii Krggowcow Instytutu Biologii UwB
oraz przez dr Magdaleng Niedziatkowska i wspotpracownikow z Instytutu Biologii Ssakoéw
PAN w Bialowiezy. Natomiast pozostalym haplotypom, tj. H13, H17, H20 i H22 nadatam
pierwsze, dostgpne numery. Haplotyp H1 (GenBank nr EU257814), nazwany przeze mnie
haplotypem ,,biebrzanskim”, zostat opisany dla tosi z doliny Biebrzy we wcze$niejszych
badaniach (Swistocka i wsp. 2008). W badanej probie 612 osobnikéw wykrytam cztery
haplotypy zidentyfikowane przez Hundertmarka i wsp. (2002a) dla tosi z Potwyspu
Skandynawskiego: H2, nazwany od miejsca znalezienia Finlandia2 (GenBank nr
AF412232), H3, okreslony jako Finlandia3 (GenBank nr AF412233), H4, wystepujacy pod
nazwa Finlandial (GenBank nr AF412231) i H6, znany jako Szwecjal (GenBank nr
AF412230).

Frekwencje 12 haplotypow w probie 588 osobnikow z Polski zawarty sig
w przedziale od 0,002 (haplotypy: H6, H20 i H22) do 0,36, dla haplotypu H1,
charakterystycznego dla wigkszosci tosi z doliny Biebrzy (Tabela 6; Rycina 2). Drugim,
obok H1, haplotypem najczgsciej stwierdzanym w Polsce byt ,,finski” wariant genetyczny
H2, ktory okazatl si¢ dominujacym haplotypem w préobie z Litwy, z frekwencja w tej
populacji wynoszaca 0,46 i jedynym haplotypem znalezionym u tosi z Niemiec (Tabela 6;
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Rycina 2). Osobniki posiadajace jeden z trzech ,,finskich” wariantow genetycznych (H2,
H3 i H4) stanowily 44% ogo6tu zbadanych tosi z Polski. Wartym zauwazenia jest takze
fakt, ze az 94% osobnikoéw pochodzacych z Litwy posiadato jeden z trzech ,,finskich”
wariantow mtDNA. Uwage zwraca rowniez znaczaca W Polsce frekwencja haplotypu H11
(0,13), ktéry jest wyraznym $ladem po udanej reintrodukcji tosi z Biatorusi do
Kampinoskiego Parku Narodowego. Haplotyp ten nazwany zostatl przeze mnie
,kampinoskim”.

Ze wzgledu na zdecydowana nadreprezentacj¢ liczby osobnikéw z doliny Biebrzy
w probie z Polski, moglaby pojawic sig¢ watpliwosé, na ile przedstawione przeze mnie
frekwencje haplotypéw odzwierciedlaja ich rzeczywista czgstos¢ wystgpowania w probie
z catego kraju. W zwiazku z tym, przeprowadzitam analizy na probie 433 osobnikow
pochodzacych z 12 populacji, okreslajace udziat poszczegdlnych haplotypow, nie
uwzgledniajac w obliczeniach populacji z doliny Biebrzy. Z najwyzsza frekwencja, réwna
0,30, stwierdzitam wystepowanie haplotypu finskiego H2, natomiast haplotyp
,biebrzanski” H1, byt z kolei drugim co do czg¢stosci haplotypem, ktory posiadat
w zasadzie co piaty zanalizowany osobnik (Tabela 6). Jeden z trzech ,,finskich”
haplotypow (H2, H3 i H4), ktorych zsumowane frekwencje wyniosty 0,5, posiadat co drugi
zbadany przeze mnie to$ z Polski. Z kolei osobniki, bedace potomkami tosi
przywiezionych z Biatorusi do Puszczy Kampinoskiej stanowity az 20% og6tu
zanalizowanych osobnikow, mimo iz wywodza si¢ maksymalnie od 1 — 3 samic.

Roéznorodnosé haplotypowa (h) w probie z catej Polski, liczona dla 27 populacji,
wyniosta 0,758 + 0,010, natomiast ro6znorodnos$¢ nukleotydowa () — 1,202 (%) + 0,623
(Tabela 11). Stwierdzone haplotypy mtDNA-cr wyrdzniaty si¢ obecnoscia 27 miejsc
polimorficznych, sposrdd ktorych wszystkie miaty charakter tranzycji. Przeprowadzone
analizy nie wykryly wystepowania transwersji, delecji czy tez insercji. Srednia liczba
roznic migdzy parami porownywanych sekwencji wyniosta 7,298 + 3,422 substytucji
(Tabela 11).

Sposrod 27 populacji z Polski do szezegotowych analiz wewnatrzpopulacyjnych
i migdzypopulacyjnych wybratam 13 (numery 1 — 13; Tabela 1 i 2; Rycina 1). Byly to
populacje zlokalizowane na terenie zwartego zasiggu wystgpowania tosia. Do analiz tych
wlaczytam réwniez 15 osobnikéw z Litwy, potraktowanych jako jedna populacja.

W poszcezego6lnych populacjach z Polski liczba haplotypdéw wahata si¢ od 2 (pop. MSZ) do
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6 (pop. MRG, SRO, GWL, KPN; Tabela 11). Sposrdod 12 haplotypow mtDNA-cr pigé
odznaczalo si¢ najwyzszymi frekwencjami w poszczeg6lnych populacjach. Haplotyp
,biebrzanski” H1 byt najczesciej stwierdzanym haplotypem w populacjach BIE, NPN,
MSZ, MRG, KWD i LDZ (Tabela 7). Warianty ,,finskie” H2 i H3 dominowaty

w populacjach zlokalizowanych wzdtuz wschodniej i pétnocnej granicy Polski: PAU,
PKN, PPN i SRO. Haplotyp H11 z najwyzsza frekwencja wystapit w populacjach Polski
Centralnej: KPN (frekwencja 0,72) i RDZ (frekwencja 0,40; Tabela 7). Co ciekawe,
pojedyncze osobniki posiadajace haplotyp ,.kampinoski” H11 odnotowatam w populacjach
zlokalizowanych na Mazurach: MRG i LDZ. Ostatnim haplotypem, ktory wyrozniat si¢
bardzo wysoka frekwencja, byt haplotyp H13, dominujacy w populacji GWL (frekwencja
0,32). Niezwykle interesujacy jest rowniez fakt, ze w populacji KPN wystapil, co prawda
z bardzo niska frekwencja (0,01), wariant genetyczny H6, opisany przez Hundertmarka

I wsp. (2002a) w reliktowej populacji tosi ze Szwecji. Frekwencje 12 haplotypéw mtDNA -
cr w badanych populacjach tosi przedstawitam w Tabeli 7.

Najmniejsza warto$¢ roznorodnosci haplotypowej (h) odnotowatam dla populacji
BIE, w ktorej wyniosta ona 0,330 + 0,044, natomiast najwigksza wartos¢ h (0,776 £ 0,035)
stwierdzitam w populacji GWL (Tabela 11). R6znorodnos¢ nukleotydowa wahata si¢
w przedziale od 0,587 £+ 0,340 (pop. PAU) do 1,412 (%) + 0,769 (pop. SRO). Liczba
miejsc polimorficznych wyniosta od 11 (pop. MSZ) do 21 (pop. KPN). Srednia liczba
roznic migdzy parami porownywanych sekwencji zawarta si¢ w przedziale od 3,565 +
1,857 (pop. PAU) do 8,574 £ 4,169 (pop. SRO; Tabela 11).

Testy D Tajimy (1989) byty istotne statystycznie tylko dla populacji NPN 1 GWL,
dla ktorych uzyskatam dodatnie warto$ci testu (Tabela 11). Z kolei testy D* Fu i Li (1993)
istotnie r6znily si¢ od zera w przypadku populacji BIE, PAU, PKN, MSZ, SRO i RDZ. Dla
wszystkich populacji otrzymane wartos$ci statystyki Fs (Fu 1997) nie byly istotne
statystycznie (Tabela 11).

Analizy 4 haplotypow z Litwy wykazaly obecnos¢ 16 miejsc polimorficznych,
réznorodno$¢ haplotypowa wyniosta 0,714 + 0,081, natomiast r6znorodno$¢ nukleotydowa
—0,791 (%) £ 0,459. Statystyki D Tajimy (1989), D* Fu i Li (1993) oraz Fs Fu (1997) nie
byly istotne statystycznie. Wyniki opisanych powyzej statystyk zostaly przedstawione
w Tabeli 11.
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Srednie zréznicowanie genetyczne dla mtDNA-cr miedzy analizowanymi
populacjami byto bardzo duze (@st = 0,25, P <0,001) i duze (Fst =0,22; P <0,001) oraz
istotnie roznito si¢ od zera, co w konsekwencji oznacza bardzo ograniczony poziom
przeptywu genéw w linii zenskiej. Dla 76% par porownywanych populacji (@st) 1 az dla
92% takich par (Fst) otrzymatam warto$ci zréznicowania genetycznego istotne
statystycznie (P < 0,001; Tabela 14). Generalnie, nie roznity si¢ miedzy soba populacje,

w ktorych z bardzo wysoka frekwencja wystepowal haplotyp ,,biebrzanski” H1 (pop. BIE,
MSZ, KWD i LDZ) oraz populacje zlokalizowane wzdtuz wschodniej granicy Polski (pop.
PAU, PKN, PPN oraz LIT). Wartosci @st (uwzgledniajac tylko te istotne statystycznie)
mig¢dzy parami 14 populacji wahaty si¢ od 0,09 (pop. PAU vs PKN, PKN vs NPN) do 0,62
(pop. PAU vs MSZ), natomiast wartosci Fst zawarly si¢ w przedziale od 0,07 (pop. PAU
vs SRO) do 0,59 (pop. BIE vs KPN; Tabela 14). Wartosci zroznicowania genetycznego
(Ds7) > 0,25 wykazatam dla 58% porownywanych par oraz dla 45% par populacji, dla

ktoérych wyznaczytam dystans Fst (uwzglednione tylko wartosci istotnie rozne od zera).

Sekwencje regionu kontrolnego mtDNA tosi stanowiqcych proby muzealne

Analizy odcinka regionu kontrolnego mtDNA o dtugosci 351 par zasad u 92 tosi
odstrzelonych w latach 1987 — 1994 pozwolity mi zidentyfikowa¢ w badanym materiale 10
haplotypow mtDNA-cr. Z frekwencja rowna 0,01 odnotowatam obecnos¢ haplotypow
H12, H13, H18 i H20 (Tabela 8). Do najczgstszych haplotypoéw z tego okresu nalezat
natomiast, podobnie jak w materiale wspotczesnym, haplotyp ,,biebrzanski” H1,
stwierdzony z frekwencja 0,40 oraz haplotyp ,,finski” H2, ktory wystapit z frekwencja
0,37. Haplotyp H18 znaleziony w populacji PKNy, we wspotczesnych probach, wsrod
ktérych znalaztam 12 haplotypéw mtDNA-cr, nie zostal przeze mnie zidentyfikowany.

W materiale muzealnym nie znalaztam z kolei trzech wspolcze$nie wystepujacych
haplotypow — H6, H10 i H22 (Tabela 8). R6znorodnos¢ haplotypowa (h) w probie 92
osobnikow wyniosta 0,702 £ 0,030, za$ r6znorodnos¢ nukleotydowa () 1,632 (%) + 0,873
(Tabela 12). W grupie 10 haplotypow zidentyfikowatam 22 miejsca polimorficzne, spos$rod
ktorych wszystkie miaty charakter tranzycji. Srednia liczba réznic migdzy parami

porownywanych sekwencji wyniosta 5,729 + 2,769 (Tabela 12).
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W poszczegb6lnych populacjach liczba haplotypéw wahata si¢ od 3 (pop. BIEy) do
6 (pop. NNUw; Tabela 12). Haplotyp ,,biebrzanski” H1 byt najczgstszym haplotypem
w populacji BIEy i sasiadujacych z nia PKNy oraz NNU)y, natomiast haplotyp ,,finski” H2
mial najwieksza frekwencje w populacjach MAZy i BPDy (Tabela 8). R6znorodnosé¢
haplotypowa (h) wahata si¢ od 0,492 + 0,117 (pop. BIEy) do 0,809 £ 0,059 (pop. BPDw),
za$ r6znorodno$¢ nukleotydowa (7) od 1,403 (%) + 0,808 (pop. BIEy) do 1,759 + 0,989
(pop. NNUy,). Liczba miejsc polimorficznych zawierata si¢ w zakresie od 15 (pop. PKNm
i BPDy) do 19 (pop. NNUy,), a $rednia liczba réznic nukleotydowych migdzy parami
porownywanych sekwencji wyniosta od 4,925 + 2,531 (pop. BIEy) do 6,175 £ 3,098 (pop.
NNUwm).

Istotne statystycznie warto$ci zréznicowania genetycznego stwierdzitam dla 40%
(@st) oraz dla 30% (Fst) par poréwnywanych populacji. Wartosci zréznicowania
genetycznego (@st) migdzy 5 pordéwnywanymi populacjami (uwzgledniajac tylko te
istotne statystycznie) wahaty si¢ od 0,11 (pop. NNUy vs BPDy) do 0,25 (pop. BIEy vs
BPDy), natomiast warto$ci Fst 0d 0,10 (pop. PKNy vs BPDy) do 0,21 (pop. BIEy vs
BPDy; Tabela 15). W przypadku wspotczynnika @sr, istotnie w mtDNA roznity si¢ od
siebie populacje BPNy vs MAZy, BIEy vs BPDy, PKNy vs BPDy oraz NNUpy vs BPDyy
(Tabela 15). Natomiast dla Fst byty to nastepujace pary populacji: BIEy vs MAZy, BIEy
vs BPDy i PKNy vs BPDy. Zarowno w oparciu 0 @sr, jak i W Fst nie znalaztam roéznic
w mtDNA dla nastepujacych par populacji: BIEy VS PKNy, BIEm vs NNUpm, PKNy vs
MAZy, PKNy vs NNUwp, MAZy vs NNUy oraz MAZy vs BPDy (Tabela 15).

Sekwencje genu cytochromu b mtDNA

Sekwencje genu cytochromu b mtDNA o dtugosci 1 140 par zasad odczytatam
1 dopasowatam u 20 osobnikow tosi. Wyboru osobnikow do analiz genetycznych
dokonatam w oparciu o kryterium posiadania przez te osobniki r6znych haplotypow
MtDNA-cr (607 pz). Przedstawiony sposob wyboru prob pozwolit mi zsekwencjonowac po
jednym osobniku posiadajacym haplotypy mtDNA-cr: H2, H6, H13, H17, H20 i H22, po
dwa osobniki o haplotypach mtDNA-cr: H3, H10, H11 i H12 oraz po 3 osobniki
0 haplotypach mtDNA-cr: H1 i H4. Lacznie wykrytam cztery warianty genetyczne
cytochromu b, ktérym nadane zostaty nastgpujace numery GenBank: KC337270 —
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K(C337273 (Swistocka i wsp. 2013a). Haplotyp H1-cytb wystapit u wszystkich osobnikow
posiadajacych nastepujace warianty mtDNA-cr: H1, H10, H12, H13 1 H20 (gataz Biebrza
i Polesie), haplotyp H2-cytb znalaztam u osobnikow z haplotypami mtDNA-cr: H2, H3

i H4 (klad Ural), haplotyp H3-cytb stwierdzitam u osobnikow z wariantami mtDNA-cr H6
i H11 (gataz Fennoscandia reprezentowana przez tosie W Szwecji — H6 i rzadki wariant —
H11 obecny w populacji KPN i na Bialorusi), natomiast H4-cytb posiadaty osobniki

z mtDNA-cr: H17 1 H20 (gataz Fennoscandia utworzona przez osobniki wystepujace

w okolicach Obwodu Kaliningradzkiego; Rycina 3 i 6). Przedstawione powyzej klady

1 galezie drzewa filogenetycznego zostaty szczegdélowo opisane w kolejnym podrozdziale
zatytutowanym ,,Drzewa filogenetyczne i sieci haplotypow”. Poszczegdlne haplotypy
cytochromu b zidentyfikowatam na podstawie obecnosci pigciu substytucji, sposrod
ktorych wszystkie miaty charakter tranzycji. Haplotyp H1-cytb roznit si¢ od haplotypu H2-
cytb i haplotypu H3-cytb odpowiednio dwiema oraz trzema mutacjami, natomiast dwie
tranzycje oddzielaty haplotypy H3-cytb i H4-cyth. Sekwencje nukleotydowe genu
cytochromu b przepisatam nastgpnie w programie Mega v.5.05 na sekwencje biatkowe

1 stwierdzitam, ze wszystkie pig¢ znalezionych substytucji ma charakter synonimiczny
(dS), a wigc nie powoduja one zmiany sekwencji aminokwaséw w biatku kodowanym
przez analizowany gen. Z kolei, jedna niesynonimiczna substytucja réznit si¢ wariant
genetyczny cytochromu b tosia z haplogrupy Azjatyckiej (GenBank nr JF489131) od
dwoch pozostatych sekwencji cytochromu b zidentyfikowanych u tosi azjatyckich (Gen
Bank nr AY035872 i AY035872) oraz od czterech znalezionych przeze mnie wariantow

cytochromu b tosi z haplogrupy Europejskie;.

Drzewa filogenetyczne i sieci haplotypow

Przed etapem konstrukcji drzewa metoda maksymalnego prawdopodobienstwa
(ML) oraz metoda wnioskowania bayesowskiego, dla poszczegdlnych markerow
molekularnych wyznaczytam w programie jModelTest (Posada 2008) najbardziej
optymalne modele substytucji nukleotydowej:
1) dla mtDNA-cr (607 pz) — model HKY +lI:
-InL = 1123,182; k = 59; frekwencja adeniny (fA) = 0,343; frekwencja cytozyny (fC) =
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0,202; frekwencja guaniny (fG) = 0,120; frekwencja tyminy (fT) = 0,334; proporcja liczby
tranzycji do transwersji (Tz/Ty) = 16,320;

2) dla cytochromu b mtDNA (1 140 pz) — model HKY':

-InL = 1679,49; k = 16; frekwencja adeniny (fA) = 0,308; frekwencja cytozyny (fC) =
0,264; frekwencja guaniny (fG) = 0,130; frekwencja tyminy (fT) = 0,298; proporcja liczby
tranzycji do transwersji (Tz/Ty) = 20,025;

3) dla mtDNA (mtDNA-cr + cytochrom b; 1 747 pz) — model HKY + G + I

-InL = 2741,774; k = 30; frekwencja adeniny (fA) = 0,318; frekwencja cytozyny (fC) =
0,246; frekwencja guaniny (fG) = 0,130; frekwencja tyminy (fT) = 0,307; proporcja liczby
tranzycji do transwersji (Tz/Ty) = 85,409.

Do konstrukeji drzew metoda taczenia sasiadow (NJ) wykorzystatam z kolei model
Kimury (K80; Kimura 1980), ktory sposrod zestawu modeli dostgpnych w programie
Mega najbardziej odpowiada przedstawionym wyzej modelom wyznaczonym w programie
jModelTest.

Drzewa filogenetyczne linii mtDNA skonstruowane za pomoca metody taczenia
sasiadow (NJ), maksymalnego prawdopodobienstwa (ML) oraz metody wnioskowania
bayesowskiego dla haplotypéw mtDNA-cr o dtugosci 607 par zasad jednoznacznie
wskazuja, ze 12 wykrytych przeze mnie wariantow genetycznych mtDNA-cr u tosi nalezy
do haplogrupy Europejskiej tego gatunku, po raz pierwszy opisanej przez Hundertmarka
i wsp. (2002a). W analizowanym materiale nie stwierdzitam wystgpowania haplotypow
tosi nalezacych do haplogrupy Azjatyckiej. Topologia drzew wykonanych metoda NJ oraz
ML byta identyczna, w zwiazku z tym na jednej rycinie, ktérej podstawe stanowita
topologia NJ, naniostam istotne wartosci wskaznika poparcia bootstrap, wyrazone
w procentach, uzyskane dla drzewa NJ i ML (Rycina 3). WyKkryte przeze mnie warianty
europejskie tworza na tych drzewach dwa klady (BS = 87%). Pierwszy z nich, ktory
nazwany zostat przeze mnie kladem Centralna Europa (Swistocka i wsp. 2013a), grupuje
haplotypy H1, H6, H10, H11, H12, H13, H17, H20 1 H22. W skiad tego kladu wszedt
rowniez haplotyp opisany przez Hundertmarka i wsp.(2002a) o numerze GenBank
AF412259, znaleziony u tosi pochodzacych z Dalekiego Wschodu. Drugi klad, nazwany
zostat Ural (Swistocka i wsp. 2013a), z uwagi na fakt, iz w jego sktad wchodza haplotypy
tosi wykryte przez Hundertmarka i wsp. (2002a) migdzy innymi na Uralu (GenBank nr:
AF412231 — H4, AF412232 — H2, AF412233 — H3, AF412253, AF412254, AF412261
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oraz AF412266). Wartym odnotowania jest fakt, ze w obrebie kladu Centralna Europa
zaistnial wyrazny podzial na trzy galezie/grupy, potwierdzony wysokimi warto$ciami
wskaznika BS (zakres wartosci BS: 84 — 99%; Rycina 3). Pierwsza grupa, ztozona z trzech
haplotypéw: H1, H10 i H13, nazwana zostata Biebrza, z uwagi na miejsce znalezienia
haplotypu H1 w dolinie Biebrzy. W obrgbie drugiej grupy, Polesie, znalazty si¢ haplotypy
H12 i H20. Natomiast trzecia grupa, Fennoscandia, skupia haplotypy (H6, H11, H17
i H22), wsrod ktorych znalazt sig¢ migdzy innymi haplotyp ,.kampinoski” H11, wykazujace
powiazania z ze szwedzkim wariantem genetycznym H6 oraz haplotypy H17 i H22
znalezione przede wszystkim w Srokowie, a wigc w bliskim sasiedztwie Obwodu
Kaliningradzkiego.

Topologia drzewa wnioskowania bayesowskiego, dla ktorej nie zamie$citam ryciny
W niniejszej rozprawie, rowniez sugeruje podzial haplotypow europejskich na dwa klady,
Centralna Europa i Ural, przy czym w obrgbie kladu Centralna Europa wystepuje inny
Sposob grupowania haplotypow. Z prawdopodobienstwem a posteriori wynoszacym 1
wyrdzniona zostata grupa Biebrza, w sktad ktorej weszty haplotypy H1, H10 1 H13. Grupa
Fennoscandia, oprocz haplotypow H6 1 H11, zgrupowata rowniez haplotypy H12 1 H20,
tworzace na drzewie NJ i ML grupe Polesie. Natomiast haplotypy H17 i H22 zostaty
potraktowane jako trzecia gataz (prawdopodobienstwo a posteriori wynoszace 1).

Konstrukcja drzew filogenetycznych metoda taczenia sasiadow oraz maksymalnego
prawdopodobienstwa dla mtDNA-cr o dtugos$ci 351 par zasad, pozwolita mi, przy
wykorzystaniu r6znych technik, uzyskac taki sam obraz, w zwiazku z czym,
zdecydowatam si¢ na przedstawienie w niniejszej pracy topologii drzewa NJ, na ktorym
zaznaczone zostaty jedynie istotne wartosci BS uzyskane metoda ML (Rycina 4). Drzewo
filogenetyczne dla mtDNA-cr o dtugosci 351 par zasad, mimo ze skonstruowane na
krotszym niemal o potowe odcinku sekwencji mtDNA, przez co teoretycznie nastapita
utrata znacznej czesci informacji genetycznej, w petni oddato topologie drzew NJ oraz ML
utworzonych dla mtDNA-cr o dtugosci 607 par zasad. 10 znalezionych przeze mnie
haplotypow nalezy do haplogrupy Europejskiej, w ktorej zaznaczyt si¢ podziat na
wymienione wczesniej trzy grupy/gatezie (Biebrza, Polesie, Fennoscandia). Co wigcej,
analiza ta wykazata, ze w obrebie grupy Biebrza istniat jeszcze jeden haplotyp — H18,

ktorego we wspotczesnych probach nie stwierdzitam (Rycina 4).
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Analizg pokrewienstw filogenetycznych wykonatam roéwniez dla odcinka genu
cytochromu b o dtugosci 1 140 par zasad. Za pomoca metody NJ, ML oraz wnioskowania
bayesowskiego ze 100% poparciem udokumentowatam rozdziat na haplogrupg wlasciwa
dla tosi europejskich, w sktad ktorej weszty 4 znalezione przeze mnie warianty, gdzie
razem zgrupowaly si¢ haplotypy H1-cytb i H2-cytb oraz H3-cytb i H4-cytb. Mimo ze
w sekwencji kodujacej cytochrom b stwierdzitam niski poziom zmiennosci, to jednak jest
on wystarczajacy, by bezbtednie zidentyfikowa¢ przynaleznos$¢ haplotypow cytb do
poszczegolnych kladow oraz grup filogenetycznych mtDNA: H1-cytb do grupy Biebrza
I Polesie, H2-cytb do kladu Ural, natomiast H3-cytb i H4-cytb do gat¢zi Fennoscandia.

W zwiazku z tym, ze przy wykorzystaniu trzech metod konstrukcji drzewa
filogenetycznego otrzymatam taki sam obraz, w niniejszej rozprawie zamie$citam tylko
topologi¢ drzewa NJ z naniesionymi dodatkowo istotnymi wartosciami BS uzyskanymi
przy zastosowaniu metody ML (Rycina 5).

Aby w petni wykazaé istnienie dwoch kladow w obrebie haplogrupy Europejskiej,
potwierdzi¢ jej rozdziat na trzy galezie: Biebrza, Polesie i Fennoscandia oraz wyjasni¢
niejednoznaczne do konca potozenie haplotypéow H12, H17, H20 1 H22 skonstruowatam
drzewo NJ, ML oraz wnioskowania bayesowskiego w oparciu o potaczone sekwencje
mtDNA-cr i cytochromu b (taczny odcinek o dlugosci 1 747 pz). Otrzymane réznymi
metodami topologie drzew w petni potwierdzity wystepowanie dwoch kladow — Centralna
Europa i Ural w obrgbie haplogrupy Europejskiej wraz z wysokimi wskaznikami poparcia
bootstrap (Rycina 6) oraz prawdopodobienstwa a posteriori, wskazujacymi na bardzo
wysokie prawdopodobienstwo ich odrebnej historii ewolucyjnej. W obrebie kladu
Centralna Europa potwierdzit si¢ wyrazny podziat na trzy gatezie. Istnienie grupy Polesie,
skupiajacej haplotypy H12 1 H20 zostato poparte trzema metodami, natomiast haplotypy
H17 1 H22 wraz z H6 i H11 utworzyty dychotomiczna gataZ Fennoscandia. W niniejszej
pracy przedstawilam topologi¢ drzewa utworzonego z wykorzystaniem metody NJ,
podajac jednoczes$nie istotne wartosci wspotczynnika BS uzyskane dzigki zastosowaniu
metody ML (Rycina 6).

Sie¢ filogenetyczna wykonana w oparciu o 12 sekwencji mtDNA-cr potaczonych
z cytochromem b mtDNA wskazata takze na istnienie dwoch kladow: Centralna Europa
oraz Ural (Rycina 7). W obrgbie pierwszego kladu zaznaczyt si¢ wyrazny podziat na trzy
galezie/grupy: Biebrza, utworzonej przez trzy haplotypy: H1, H10 i H13, Polesie,
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skupiajacej warianty H12 1 H20 oraz Fennoscandia z haplotypami H6, H11, H17 i H22,
Klad Ural utworzyty z kolei haplotypy H2, H3 i H4 (Rycina 7). Haplotyp H1 r6zni sig 11
mutacjami od najblizszego haplotypu (H11) z gatezi Fennoscandia oraz 13 mutacjami od
najblizszego haplotypu (H3 i H4) z kladu Ural. Z kolei haplotypy ,,uralskie” H3 1 H4 od
najblizszego haplotypu z gal¢zi Fennoscandia (H11) dzieli 10 mutacji. Na przedstawione;j
sieci widaé, jak bardzo rozny w mtDNA jest wariant genetyczny losia nalezacego do
haplogrupy Azjatyckiej (GenBank nr JN632595). Az 30 mutacjami r6zni si¢ on od
najblizszego haplotypu z grupy Polesie (H20), 31 substytucjami od najblizszych
haplotypow z kladu Ural (H2 i H3) i grupy Fennoscandia (H11) i 34 miejscami
polimorficznymi od haplotypu H1 z grupy Biebrza.

Datowanie zdarzen ewolucyjnych

Dywergencja netto (Da) sekwencji mtDNA-cr (607 pz) migdzy kladem Centralna
Europa i Ural wyniosta 0,7% (+ 0,3 SE). Natomiast migdzy gal¢ziami kladu Centralna
Europa wartosci Da przedstawiaja si¢ nastgpujaco: Biebrza i Polesie — 1,0% (+ 0,4 SE),
Biebrza i Fennoscandia — 1,3% (£ 0,4 SE), Polesie i Fennoscandia — 0,8% (+ 0,3 SE). Przy
zalozeniu tempa mutacji dla regionu kontrolnego mtDNA u Cervidae rzgdu 4 — 8% na
1 min lat i 2% na 1 min lat dla cytochromu b (Randi i wsp. 1998) wynik ten oznacza, ze
klad Centralna Europa oddzielit si¢ od kladu Ural blisko 138 000 lat temu (95% C.1.:

81 208 — 205 400), natomiast tosie z gatezi Biebrza zrdéznicowaty si¢ od tosi z grupy
Fennoscandia okoto 130 000 lat temu (95% C.1.: 73 807 — 195 800). W zwiazku z brakiem
danych na temat tempa mutacji dla regionu kontrolnego mtDNA u tosia, wyliczytam
réwniez czas rozdzielenia si¢ poszczegolnych kladow i grup ewolucyjnych w obrebie
kladu Centralna Europa zaktadajac tempo mutacji dla mtDNA-cr uzyskane dla bydta
domowego (Bradley i wsp. 1996). Wedtug tych wyliczen tosie z kladu Centralna Europa
oddzielity si¢ od kladu Ural okoto 47 570 lat temu (95% C.1.: 28 225 — 69 491), natomiast
gataz Biebrza od gatezi Fennoscandia — 46 780 lat temu (95% C.1.: 26 009 — 69 441).
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Rozktad liczby niedopasowan nukleotydowych (ang. mismatch distribution)

Wykresy przedstawiajace rozktad liczby niedopasowan nukleotydowych
wykonane w oparciu 0 mtDNA-cr (607 pz) dla 13 populacji z Polski (haplotypy H1, H2,
H3, H4, H6, H10, H11, H12, H13, H17, H20 i H22), kladu Centralna Europa (haplotypy
H1, H6, H10, H11, H12, H13, H17, H20 i H22) oraz galgzi Biebrza (haplotypy H1, H10
i H13) i Fennoscandia (haplotypy H6, H11, H17 i H22) przedstawitam na Rycinach 13 —
16. Parametry opisujace ekspansje demograficzng i przestrzenna: Tau (z), Theta0 (6o),
Thetal (01), SSD (wartos¢ testu najmniejszych kwadratow) oraz indeks raggedness
przedstawilam w Tabeli 30. Rozktady niedopasowan nukleotydowych przyjety obraz
multimodalny dla proby z Polski ztozonej z 13 populacji, obraz bimodalny dla haplotypow
nalezacych do kladu Centralna Europa i gatezi Fennoscandia, natomiast jednomodalny,

w ksztalcie litery ,,L” i wykazujacy przesunigcie w kierunku zera w przypadku galezi
Biebrza. Taki sam obraz otrzymatam dla gal¢zi Biebrza w oparciu o analizy wykonane na
czterech haplotypach mtDNA-cr o dtugosci 351 par zasad: H1, H10, H13 i H18.
Uzyskany wynik pozwolil mi wyliczy¢ czas ekspansji demograficznej 1 przestrzennej dla
gatezi Biebrza. Przy zatozeniu tempa mutacji dla mtDNA-cr (607 pz) rzedu 4%/1min lat
(Randi i wsp. 1998) ekspansja demograficzna gatgzi Biebrza miata miejsce blisko 8 826 lat
temu (95% C.1.: 982,58 — 10 296,54), natomiast ekspansja przestrzenna okoto 320 lat temu
(95% C.1.: 182,40 — 4 601,08). Uwzgledniajac z kolei tempo mutacji rzgdu 8%/1mln lat dla
mtDNA-cr (Randi i wsp. 1998) ekspansja demograficzna gatezi Biebrza nastapita 4 413 lat
temu (95% C.1.: 491,29 — 5 148,27), z kolei przestrzenna okoto 160 lat temu (95% C.1.:
91,20 — 2 300,54). W przypadku wyliczen czasu ekspansji demograficznej warto$¢ Tau (z)
wyniosta 3,0 (95% C.1.: 0,334 — 3,5), indeks raggedness = 0,393 (P = 0,651), 6, = 0 (95%
C.l.: 0-0,007), 6, = 0,267 (95% C.1.: 0 —99999), SSD = 0,002 (P > 0,05; Tabela 30),
warto$¢ testu D Tajima (1989) -1,975 (P < 0,001), ktora wskazuje na istotny sygnat
ekspansji demograficznej oraz Fs Fu (1997) -1,312 (P = 0,254). Dla ekspansji
przestrzennej Tau (z) = 0,109 (95% C.1.: 0,062 — 1,564), SSD = 0,001 (P > 0,05), 4 = 0,100
(95% C.1.: 0,001 — 0,149; Tabela 30).

Analizy przeprowadzone w oparciu 0 odcinek mtDNA-cr o dlugosci 351 par zasad
przy zatozeniu tempa mutacji rzedu 4%/1min lat (Randi i wsp. 1998) sugeruja, ze

ekspansja demograficzna gatezi Biebrza zaszta blisko 15 262 lat temu (95% C.1.: 2 065,53
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— 17 806,27), natomiast przestrzenna okoto 463 lat temu (95% C.I.: 320,51 — 4 217,54).

Z kolei przy uwzglednieniu tempa mutacji rzedu 8%/1min lat (Randi i wsp. 1998), okazuje
sig, ze ekspansja demograficzna grupy Biebrza miata miejsce okoto 7 631 lat temu (95%
C.1.: 1 032,76 — 8 903,13), a przestrzenna blisko 232 lata temu (95% C.1.: 160,26 —

2 108,77). Dla ekspansji demograficznej warto$¢ Tau (7) wyniosta 3,0 (95% C.1.: 0,406 —
3,5), indeks raggedness = 0,432 (P = 0,657), 8o = 0 (95% C.I.: 0 —0,009), 6; = 0,240 (95%
C.1.: 0—-99999), SSD = 0,001 (P > 0,05; Tabela 30), wartos¢ testu D Tajima (1989) -0,898
(P > 0,05) oraz Fs Fu (1997) -2,067 (P = 0,169). W przypadku ekspansji przestrzennej Tau
(zr) = 0,091 (95% C.1.: 0,063 — 0,829), SSD = 0,001 (P > 0,05), 8 = 0,131 (95% C.I.: 0,001
—0,112; Tabela 30).

Zmiennos$¢ genetyczna populacji losi w 11 loci mikrosatelitarnego DNA

Ze wzgledu na znaczne czgstosci alleli zerowych z analiz usungtam loci BL42
1 CSMO003, gdyz uwzglednienie ich w obliczeniach w duzym stopniu mogtoby zanizac¢
obserwowana heterozygotycznos¢ i wptynaé na inne parametry z zakresu genetyki
populacji, takie jak miedzy innymi wartosci Fst. Dla pozostatych 11 loci frekwencja alleli
zerowych byta akceptowalna (Tabela 20), w zwiazku z czym poddane zostaty one
szczegblowym analizom statystycznym. W locus OarFCB193 zgenotypowatam 100%
osobnikdw, w pozostatych loci niezgenotypowane osobniki stanowity od 0,3% (locus
BM1258) do 16,8% (locus BM1225; Tabela 19). We wszystkich zbadanych loci
mikrosatelitarnego DNA wykrytam umiarkowana lub wysoka zmiennos¢, diagnozujac
ogdtem 119 alleli (Tabela 21). Liczba alleli w poszczegdlnych loci byta $rednia lub duza
1 wahata si¢ od 7 (locus BM1258) do 15 (locus BM4513; Tabela 19). Frekwencjg alleli
w analizowanych loci, oszacowang dla potaczonej proby 386 osobnikow pochodzacych
z 14 populacji, zawartam w Tabeli 21. Mimo obserwowanej wysokiej liczby alleli,
frekwencja okoto potowy z nich (52%) okazata si¢ by¢ nizsza niz 0,05. Liczba alleli
prywatnych (Np), tj. alleli unikalnych tylko dla danej populacji wyniosta 7, z czego po 2
stwierdzitam w populacji KPN i PPN (locus OarFCB193: w pop. NPN allel 108 oraz
w pop. KWD allel 110; locus RT5: w pop. PPN allel 160; locus BM4513: w pop. KPN
allel 137; locus MAF70: w pop. KPN allel 156 oraz locus McM58: w pop. BIE allel 197
1w pop. PPN allel 216). W analizowanych populacjach $rednia liczba alleli przypadajaca
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na locus (Na) wahata si¢ od 5,55 (pop. MSZ) do 8,73 (pop. BIE; Tabela 22). W calej
probie osiagngta ona wartos¢ 10,82. Dla poszczegolnych loci mikrosatelitarnego DNA
liczba alleli w badanych populacjach tosi przedstawiata si¢ w zakresie od 4 (pop. MSZ,
MRG, SRO, KWD, LIT) do 13 (pop. KPN). Heterozygotyczno$¢ obserwowana (Ho)

w poszczegdlnych populacjach byta wysoka i wyniosta od 0,594 (pop. MSZ) do 0,779
(pop. PAU; Tabela 22). Wartos$ci heterozygotycznos$ci oczekiwanej (Hg) byty zblizone do
Ho 1 wahaty si¢ od 0,710 (pop. MSZ) do 0,786 (pop. PAU; Tabela 22).

Nie wykazatam istnienia korelacji (wspotczynnik korelacji Pearsona, r) miedzy
heterozygotycznoscia obserwowana (Ho), a szerokoscia geograficzna (r = 0,330;

P =0,270) i dlugoscia geograficzna (r = -0,270; P = 0,372), migdzy $rednia liczba alleli
przypadajaca na locus (Na) a szeroko$cia geograficzna (r = -0,471; P = 0,105) 1 dlugos$cia
geograficzng (r = 0,296; P = 0,327) oraz migdzy maksymalna liczba alleli w populacjach,
a szeroko$cig geograficzna (r = -0,388; P = 0,190) i dlugos$cia geograficzna (r = 0,065;

P =0,832).

Analizy wykazaty istotne statystycznie odchylenia od rownowagi Hardy’ego-
Weinberga w 10 populacjach tosi: BIE, PAU, PKN, NPN, KWD, GWL, KPN, RDZ, PPN
1 LIT (Tabela 22). Wartosci wspotczynnika wsobnosci (Fis) wahaty si¢ od 0,003 (pop.
SRO) do 0,207 (pop. PKN) i byly istotnie roznie od zera w populacjach: BIE, PKN, KPN
i PPN (Tabela 22). W catej probie wspotczynnik Fis wyniost 0,086 (95% C.1.: 0,064 —
0,106).

Srednie zréznicowanie genetyczne dla 11 loci mikrosatelitarnych miedzy 14
populacjami tosi byto matle, lecz istotnie roznito si¢ od zera (Fst = 0,03; P < 0,01).
Oznacza to, Zze poziom przeptywu gendw migdzy populacjami dla osobnikdéw obu pfci jest
tylko nieznacznie ograniczony. Dla zdecydowanej wigkszo$ci porownywanych par
populacji (80,22%) uzyskatam wartosci Fst istotne statystycznie. Sposrod 19,78%
nieistotnych wartosci Fsr, blisko potowa zwiazana byta z poréwnaniami dotyczacymi
populacji PKN. Wartosci Fst (uwzglednione tylko te istotne statystycznie) miedzy parami
poréwnywanych populacji dla loci mikrosatelitarnych wahatly si¢ od 0,01 (pop.: BIE
vs PAU, BIE vs KWD, BIE vs RDZ) do 0,25 (pop. LIT vs PPN; Tabela 17). Az 90%
otrzymanych pordwnan migdzy populacjami pod wzgledem parametru Fst byto rowne lub
nizsze od 0,05, co oznacza male zréznicowanie genetyczne migdzy nimi. Dla 40%

porownywanych par populacji otrzymalam istotnie rozne od zera wartos$ci wspotczynnika
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Rsr, ktore zawarty si¢ w przedziale od 0,02 (pop. BIE vs KPN , PAU vs KPN, BIE vs PPN
I PAU vs PPN) do 0,08 (porownania populacji KWD z PAU, SRO i KPN; Tabela 17).
Sposrod istotnie roznych od zera wartosci Rst az dla 61% poréwnywanych par populacji

uzyskatam wartosci rowne lub nizsze od 0,05.

Pokrewienstwo genetyczne

Przeprowadzone w programie Kingroup v.2 i Kinship analizy warto$ci Sredniego
pokrewienstwa migdzy osobnikami wykonane dla poszczeg6lnych populacji oraz dla catej
proby 386 osobnikow wykazaly, ze wartosci wspotczynnika pokrewienstwa (r) nie byty
istotnie wyzsze od zera (Tabela 23). Oznacza to, ze analizowane osobniki w populacjach
nie byly ze soba spokrewnione. W przypadku obu zastosowanych programoéw otrzymatam
praktycznie identyczne wartos$ci wspotczynnika r, dlatego tez zdecydowatam si¢ w Tabeli
23 zamiesci¢ wartosci r wyliczone tylko w jednym z nich — Kingroup v.2. Dla catej puli
osobnikéw (N = 386) warto$¢ wspotczynnika r wyniosta -0,003 i statystycznie roznita si¢
od zera (95% C.1.: -0,021 — 0,018). Z porownania wszystkich par osobnikoéw
w poszczegdlnych populacjach wynika, ze zdecydowana wigkszos¢ (od 78,10 % w pop.
KWD do 94,93% w pop. BIE) stanowity osobniki niespokrewnione. W populacji MRG nie
stwierdzitam wystgpowania osobnikow reprezentujacych uktad rodzic — potomek (Tabela
23). Najwigcej osobnikow nalezacych do tej kategorii pokrewienstwa znalaztam
w populacji SRO (4,41%). Z kolei par petnego rodzenstwa nie stwierdzitam w populacjach
SRO 1 LIT, podczas gdy w populacji KWD znalaztam 4,76% par osobnikow nalezacych do
tej kategorii. Najwyzszy udziat par reprezentujacych pot-rodzenstwo odnotowatam
w populacji KWD (6,66%). Uwzgledniajac poszczegodlne kategorie pokrewienstwa (rodzic
— potomek, petne rodzenstwo, pot-rodzenstwo, kuzyni), zauwazytam, ze najczesciej,

a mianowicie od 3,55% (pop. BIE) do 7,62% (pop. KWD) par poréwnywanych osobnikow
stanowili kuzyni (Tabela 23). W calej probie, obejmujacej 386 osobnikéw pochodzacych

z 13 populacji z Polski 1 1 populacji z Litwy zaledwie 0,23% wszystkich par osobnikow
stanowily pary rodzic — potomek, 0,31% pary petnego rodzenstwa, 0,50% pary pot-
rodzenstwa, a 4,95% pary kuzynow. Az 94,01% wszystkich par poréwnywanych

osobnikow nie byla ze soba spokrewniona.
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Izolacja przez dystans

Analizy zaleznos$ci miedzy zrdéznicowaniem genetycznym pomiedzy populacjami
tosi w Polsce, a dzielacym je dystansem geograficznym (izolacja przez dystans) wykonane
w programie Isolation by Distance Web Service (IBDWS; Jensen i wsp. 2005) zaréwno dla
sekwencji mtDNA-cr, jak i 11 loci mikrosatelitarnego DNA wykazaty, ze za wzrost
zréznicowania genetycznego nie odpowiada dystans geograficzny dzielacy populacje

(mtDNA-cr: R? = 0,003; P = 0,332; mikrosatelitarny DNA: R® = 0,010; P = 0,238).
Graficzna wizualizacja zroznicowania mi¢dzy populacjami

Wizualizacje¢ potencjalnego grupowania populacji wykonatam dla mtDNA-cr (607
pz) oraz dla 11 loci mikrosatelitarnego DNA, wykorzystujac analiz¢ sktadowych gtownych
(PCA).

W oparciu o matrycg warto$ci @st dla mtDNA-cr otrzymatam graficzny obraz,

w ktorym pierwsza sktadowa gtowna (PC1) ttumaczy 61,90%, natomiast druga sktadowa
gléwna (PC2) 23,52% zmiennos$ci uktadu (razem PC1 1 PC2 thlumacza 85,42% zmiennosci
uktadu; Rycina 9). Trzecia sktadowa glowna uzasadnia 7,97% zmiennosci. Na podstawie
uzyskanej wizualizacji wyr6znitam cztery grupy populacji. Pierwsza grupa ztozona jest

z populacji, w ktorych najczgsciej wystgpujacym wariantem genetycznym mtDNA-cCr jest
,biebrzanski” H1 (pop. BIE, MSZ, KWD 1 LDZ). W sktad drugiej grupy weszty populacje
zlokalizowane wzdtuz wschodniej granicy Polski, tacznie z populacja z Litwy (pop. PAU,
PKN, PPN i LIT). Populacje te charakteryzuja si¢ znacznym udziatem osobnikoéw
posiadajacych ,,finskie” haplotypy mtDNA-cr: H2 i H3. Trzecia grupa zostata utworzona
przez populacje NPN, MRG, SRO i GWL. Wyraznie odr¢bna pod wzgledem sktadowej
PC2 okazata si¢ populacja KPN, ktorej odmiennos¢ jest efektem powstania na drodze
udane;j reintrodukcji pigciu osobnikow z Bialorusi. Ilustracjg graficznag wynikow analizy
sktadowych gltownych wykonanej z wykorzystaniem matrycy wartosci @st dla mtDNA-cr
przedstawia Rycina 9.

Analiza PCA przeprowadzona dla mtDNA-cr w oparciu o matryce wartosci Fst
pozwolila uzyskac obraz, w ktérym pierwsza sktadowa glowna ttumaczy 53,17%, druga

sktadowa gtowna — 25,56% i trzecia sktadowa gtoéwna — 9,37% zmienno$ci uktadu (Rycina
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10). Sktadowe gtéwne PC1 i PC2 wyjasniaja tacznie 78,73% catkowitej zmiennosci.
Analiza PCA wskazata na istnienie wyraznych, genetycznie odrgbnych grup populacji.
Pierwsza grupeg, podobnie jak w przypadku analizy PCA wykonanej na podstawie matrycy
@st, utworzyly populacje, w ktérych dominowat ,,biebrzanski” haplotyp H1 mtDNA-cr
(pop. BIE, MSZ, KWD i LDZ). W drugiej grupie znalazty si¢ populacje wystgpujace
wzdhuz wschodniej (pop. PAU, PKN i PPN) i pétnocnej granicy Polski (pop. SRO), jak
rowniez populacja z Litwy. Populacje NPN i MRG, wykazujace charakter mieszany
utworzyty grupe trzecia. Wzgledem PC2 wyraznie odmienne okazaty si¢ populacje

z Polski Centralnej: GWL i RDZ, ze znacznie obiegajaca od nich populacja KPN, ktorej
odregbnos¢ jest skutkiem wspomnianego wezesniej efektu zatozyciela. Ilustracjg graficzna
wynikéw analizy sktadowych glownych w oparciu o matryce wartosci Fst dla mtDNA-cr
przedstawia Rycina 10.

Ona podstawie matrycy wartosci Rst wykonatam rowniez analiz¢ PCA dla 11 loci
mikrosatelitarnego DNA. W otrzymanym obrazie grupowania populacji pierwsza
skladowa gtowna thumaczy 49,43%, druga sktadowa gtowna — 21,58% i trzecia sktadowa
glowna — 15,39% zmiennosci uktadu (Rycina 11). 71,01% zmienno$ci jest wigc
wyjasnione przez obie sktadowe gtéwne PC1 i PC2. Uzyskana wizualizacja wskazuje, ze
wzgledem sktadowej PC1 populacje BIE, PAU, SRO, KPN i RDZ sa wyraznie r6zne 0d
pozostatych populacji. Z kolei, druga sktadowa gtéwna PC2 ukazuje odrgbnos¢ populacji
KWD. Wyrézniona zostata réwniez grupa populacji o mieszancowym pochodzeniu,
zlokalizowanych wzdluz wschodniej granicy Polski: PKN, NPN oraz PPN. Opisane
grupowanie populacji zostato zwizualizowane graficznie na Rycinie 11.

Analiza PCA przeprowadzona na bazie matrycy wartosci Fst dla 11 loci
mikrosatelitarnego DNA, w ktorej sktadowa gtoéwna pierwsza i druga thumacza 62,76%
zmiennosci uktadu (PC1 — 46,10%, PC2 — 16,66%), pozwolita mi uzyska¢ obraz
odpowiadajacy takiemu samemu grupowaniu populacji, jak w przypadku analiz
wykonanych w oparciu o matrycg Rst. W zwiazku z tym, postanowitam w niniejsze;j
rozprawie nie zamieszczac ryciny dla analizy PCA wykonanej dla 11 loci

mikrosatelitarnych w oparciu o matrycg Fsr.
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Analiza wariancji molekularnej (AMOVA) i identyfikacja genetycznie odrebnych
grup populacji

Analiza wariancji molekularnej (AMOV A) bazujaca na sekwencjach mtDNA-cr
(607 pz) dla 13 populacji z Polski przy zatozeniu istnienia jednej grupy pokazata, ze
najwigcej zmiennosci (67,33%; P < 0,001) wystepuje wewnatrz populacji, natomiast
mig¢dzy populacjami zmienno$¢ byta o potowe mniejsza (32,67%; P < 0,001; Tabela 24).
Warto$¢ wspotczynnika @st wyniosta 0,33 i byla istotna statystycznie (P < 0,001).

W przypadku analizy AMOVA wykonanej w oparciu o genotypy osobnikow
pochodzacych z 13 populacji z Polski wyznaczone w 11 loci mikrosatelitarnego DNA,
zdecydowang wigkszo$¢ zmiennosci (97,64%; P < 0,001) zidentyfikowalam réwniez
wewnatrz populacji (Tabela 24). Migdzy populacjami zmienno$¢ byta niewielka i wyniosta
odpowiednio 2,36%. Wspotczynnik Fst osiagnat warto$¢ 0,02 1 istotnie r6znit si¢ od zera
(P <0,001). Podobne wyniki otrzymatam, gdy do analiz razem z populacjami z Polski
wiaczytam populacj¢ z Litwy. Wyniki analizy AMOVA wykonane dla mtDNA-cr

i 11 loci mikrosatelitarnego DNA przy zatozeniu wystgpowania jednej grupy
przedstawitam w Tabeli 24.

Analiza wariancji molekularnej wykonana w programie SAMOVA ver. 1.0
zarowno w oparciu o sekwencje mtDNA-cr jak i 11 loci mikrosatelitarnego DNAw celu
okreslenia najbardziej prawdopodobnej liczby genetycznie r6znych grup populacji (od K =
2 do K = 8) z uwzglednieniem ich geograficznej lokalizacji, wskazata na istnienie 7 grup.
Przy tej ilosci grup populacji réznice migdzy grupami wyznaczone w SAMOVIE byty
najwigksze, natomiast zmienno$¢ wewnatrz grup byla najmniejsza. W przypadku
sekwencji mtDNA-cr podziat populacji na poszczegolne grupy przedstawia sig
nastegpujaco: grupa I — pop. BIE i populacje z Mazur: MSZ, MRG i LDZ, grupa Il — pop:
PAU i LIT, grupa Il — pop. PKN i PPN, grupa IV — pop. NPN i GWL, grupa V — pop.
SRO, grupa VI — pop. KWD oraz grupa VIl — pop. KPN i RDZ. Przy zatozeniu 7 grup
genetycznie rdznych populacji, wigkszos¢ zmienno$ci wykrylam wewnatrz populacji
(64,47%; P < 0,001) i migdzy grupami (32,92%; P < 0,001; Tabela 25). Migdzy
populacjami wewnatrz grup zmiennos¢ stanowita zaledwie 2,61%. Wartosci
wspotczynnikow statystyki @ byly istotne statystycznie (P < 0,001) i wyniosty
odpowiednio: 0,33 (Pct), 0,04 (Psc) i 0,36 (Dst; Tabela 25),
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Grupowanie populacji w 11 loci mikrosatelitarnego DNA wygenerowane przez
program SAMOV A przedstawia si¢ nastgpujaco: grupa [ — pop. BIE i PAU, grupa Il — pop.
PKN, LDZ, GWL, PPN i LIT, grupa Il — pop. NPN, grupa IV — pop. MSZ i MRG, grupa
V — pop. SRO, grupa VI — pop. KWD, oraz grupa VIl — pop. KPN i RDZ. Niemal cata
zmienno$¢ (96,63%), zidentyfikowatam wewnatrz populacji (Tabela 25). Wartosci

wspotczynnikow statystyki F: Fer (0,04) i Fst (0,034) byly istotne statystycznie.

Wykonujac analizy w programie Structure v.2.3.3, ktore miaty na celu okreslenie,
ile niezaleznych grup genetycznych stanowia osobniki tosi, otrzymaltam warto$ci
logarytmu prawdopodobienstwa (LnP(K)) uzyskania okreslonej liczby grup genetycznie
zroznicowanych populacji (K) na podstawie wyj$ciowych danych empirycznych. Pierwsza
warto$¢, przy zatozeniu, ze zestaw osobnikoéw stanowi jedna populacje (K = 1) wyniosta
LnP(K) = -13763,4, natomiast wariancja Var[LnP(K)] = 54,2 (Tabela 26). Najbardziej
prawdopodobna liczba grup genetycznie zroznicowanych populacji tosi jest K = 2 (LnP(K)
=-13637,4; Var[LnP(K)] = 375,7; Tabela 26). W Tabeli 27 przedstawitam udziat
osobnikéw z poszczegolnych populacji tosi w kazdej z dwoch grup genetycznie
zréznicowanych populacji. Wydaje sig, ze do grupy | naleza przede wszystkim osobniki
z rodowodem wschodnim, natomiast do grupy II tosie wywodzace si¢ z reliktowe;j

populacji biebrzanskiej.

Przeplyw genow miedzy populacjami i identyfikacja migrantow

W celu okreslenia r6znic w poziomie efektywnej dyspersji samic i samcOw tosi
poréwnatam warto$ci Sredniego zréznicowania genetycznego w mtDNA-cr ze
zrdznicowaniem genetycznym w 11 autosomalnych loci mikrosatelitarnych. Poréwnanie
migdzy wszystkimi 14 analizowanymi populacjami nie datoby wiarygodnego okreslenia
roznic w dyspersji samic 1 samcOw, poniewaz regulq jest wigksze zroznicowanie linii
mtDNA niz genéw jadrowych. Do poréwnania wybratam 11 par populacji, najczgsciej
zlokalizowanych w bliskim sasiedztwie, migdzy ktérymi zroznicowanie genetyczne (Fst)
w mtDNA-cr wahato si¢ od 0,01 (pop. MSZ i LDZ oraz LDZ i KWD) do 0,28 (pop. LDZ
i GWL), natomiast Fst w 11 loci mikrosatelitarnych zawarto si¢ w przedziale od 0,01 (pop.
PKN i NPN) do 0,05 (pop. PAU i SRO; Tabela 17). Srednia liczba migrantow Nm
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w przypadku mtDNA-cr wyniosta 1,83, co odpowiada okoto 3 — 4 osobnikom
wymienianym mi¢dzy dwiema populacjami na pokolenie, natomiast dla mikrosatelitarnego
DNA Nm = 8,1, co oznacza swobodny przeptyw genéw mig¢dzy populacjami.

Z analiz w mtDNA-cr wynika, ze najmniejsze warto$ci Nm i M uzyskatam przy
porownaniach populacji GWL z populacjami bezposrednio z nia sasiadujacymi, tj. LDZ,
KWD i KPN (Tabela 28). Migdzy przedstawionymi parami populacji §rednio wymieniane
sa od 1 do 2 osobnikow na pokolenie. Natomiast pary populacji LDZ i KWD oraz MSZ

1 LDZ sa przyktadem populacji, miedzy ktorymi nastepuje swobodny przeptyw genow
zarowno w mtDNA, jak i w mikrosatelitarnym DNA (Tabela 28). W celu okre$lenia
poziomu przeptywu gendw migdzy wybranymi populacjami w réznych markerach
genetycznych, wyliczytlam proporcje $redniej liczby migrantéw okreslong dla
mikrosatelitarnego DNA i mtDNA-cr (Tabela 28). Wartosci proporcji rowne 0,2 i 0,3
otrzymane dla poréwnan populacji LDZ z populacjami, z ktorymi sasiaduje bezposrednio:
MSZ i KWD, sugeruja, ze dyspersja samic jest wigksza, a w rzeczywistosci, ze populacje
te zostaty zatozone przez samice pochodzace z tego samego zrodta. Z kolei, poréwnanie
poziomu przeptywu gendw w roznych markerach migdzy parami populacji GWL i KPN,
PAU i MRG, LDZ i GWL oraz KWD i GWL wskazuje na zdecydowanie wigksza
efektywna dyspersj¢ samcow (Tabela 28).

W programie GeneClass2 zidentyfikowatam 16 osobnikow, bedacych
prawdopodobnymi migrantami pierwszego pokolenia (Tabela 29). Mimo ze sita testow
statystycznych w przypadku matego zroznicowania genetycznego migdzy populacjami
(Fst = 0,03) jest nieduza, program wykryt 4,14% ogotu osobnikéw, dla ktorych istniato
bardzo mate prawdopodobienstwo (P < 0,01), Ze urodzity si¢ w populacji, w ktorej
znajdowaty si¢ w momencie pobierania prob. W grupie stwierdzonych migrantow znalazlo
si¢ 10 samic 1 6 samcow. Najwigcej migrantdw, po trzech, pochodzito z populacji PAU,
MSZ i RDZ. Z populacji BIE pochodzit tylko jeden migrant, Samiec, ktory zostat wykryty
w populacji KPN. Analiza kierunkoéw migracji osobnikow migdzy populacjami pozwala
zauwazy¢, ze dominujacym trendem jest dyspersja ze wschodu na zachdd Polski. Dotyczy
to az 62,5% osobnikow (6 samic i 4 Samcow) migrujacych migdzy innymi z populacji
NPN do MSZ, z populacji PAU do SRO 1 GWL, czy tez z populacji MSZ do LDZ 1 GWL.

Co ciekawe, w probie tej znalaztam jedna samicg, ktora przywedrowata z Litwy do
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populacji NPN. 31,25% osobnikow (4 samice i jeden samiec) podjeto wedrowke

w kierunku odwrotnym, tj. z zachodu na wschod Polski. Byly to osobniki pochodzace

z populacji zlokalizowanych w Polsce Potnocnej i Centralnej (pop. SRO, GWL i RDZ),
ktore migrowaly do populacji BIE (3 samice), oraz PKN (1 samiec) i PPN (1 samica).
Tylko w przypadku jednego samca (6,25%) pochodzacego z populacji PAU, stwierdzitam
kierunek migracji z poétnocy na potudnie (do populacji PKN).

Sekwencje markerow zlokalizowanych na chromosomach Y i X

Odczyt zapisu sekwencji nukleotydowych siedmiu genow zlokalizowanych na
chromosomie Y umozliwit mi analiz¢ odcinkéw DNA o tacznej dtugosci 2 348 par zasad
(Tabela 3). Uzyskane fragmenty DNA okazaty si¢ specyficzne dla samcow tosi i nie
powielity si¢ w reakcji PCR u zadnej z badanych samic, ktore potraktowatam jako kontrole
negatywna. Szes¢ analizowanych gendéw z chromosomu Y okazato si¢ monomorficznych,
w efekcie czego stwierdzitam w kazdym z nich tylko po jednym haplotypie u wszystkich
badanych bykéw: DBY4 (GenBank nr KC337275), DBY7 (GenBank nr KC337276), DBY8
(nie nadany zostal numer sekwencji GenBank z uwagi na zbyt krotki fragment
powielonego genu, <200 par zasad), DBY9 (GenBank nr KC337277), UTY11 (GenBank nr
KC337278) i SRY (GenBank nr KC337274; Swistocka i wsp. 2013a). Zaprojektowana
przeze mnie para starterow DBY9_alces specyficznych dla tosia, nie potwierdzita
obecnosci polimorfizmu w obrgbie genu DBY9, stwierdzonego przy zastosowaniu
starterow opracowanych przez Hellborg i1 Ellegren (2003). Startery YCATS sa uniwersalne
i zapewne dlatego elektroforegramy sekwencji DBY9 u niektorych osobnikéw byty
niejednoznaczne, wskazujac na ewentualng mozliwos¢ istnienia pojedynczej mutacji.
Natomiast kolejna zaprojektowana przeze mnie para starterow specyficznych dla tosia —
DBY14 alces, jednoznacznie wskazala na obecno$¢ polimorfizmu w obrebie powielonego
odcinka genu DBY14 o dtugosci 154 par zasad. Sekwencje genu DBY14 otrzymatam dla
231 samcow z 14 populacji z Polski, 8 bykow z Litwy i 5 samcoéw pochodzacych tacznie
z Biatorusi, Finlandii, Szwecji i Syberii (Tabela 9). W locus DBY14 stwierdzitam obecno$¢
4 haplotypow, ktorym nadane zostaly nastgpujace numery GenBank: KC337279 —

K (337282 (Swistocka i wsp. 2013a). Pojedynczymi mutacjami o charakterze transwersji
roznity si¢ haplotypy H1-DBY14 i H2-DBY14 oraz H2-DBY14 i H4-DBY14. Dwa miejsca
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polimorficzne dzielity haplotypy H1-DBY14 i H3-DBY14 (2 tranzycie), H1-DBY14 i H4-
DBY14 (2 transwersje) oraz H2-DBY14 i H3-DBY14 (po jednej tranzycji i transwersji).

Z Kkolei cztery mutacje, dwie tranzycie i dwie transwersje, odrozniaty haplotypy H3-DBY14
i H4-DBY14.

Najczgstszy haplotyp dla odcinka DBY14, w kazdej analizowanej populacji byt
zawsze ten sam — H1-DBY14 i wystapit z frekwencja od 0,88 (pop. KPN) do 1,00 — dla
wigkszosci populacji (Tabela 9). Haplotyp H2-DBY 14 stwierdzitam w populacjach: BIE,
BIEm, KPN i NNUw (Tabela 9). Tylko w populacjach PKN i KPN wystapit wariant H3-
DBY14. Niezwykle zaskakujacy okazat si¢ rowniez fakt, ze w populacji KPN znalaztam az
cztery haplotypy DBY14, z czego haplotyp H4-DBY14 nigdzie poza populacja KPN nie
zostat przeze mnie stwierdzony. Co ciekawe, u samcoOw spoza obszaru Polski,

a mianowicie z Litwy, Bialorusi, Finlandii, Syberii 1 Szwecji wystapil tylko jeden,
najczestszy w Polsce wariant H1-DBY14. Frekwencje czterech haplotypéw w odcinku
DBY14 dla samcow nalezacych do 14 populacji z Polski oraz dwoch populacji spoza
granic naszego kraju przedstawitam w Tabeli 9. Statystyki D Tajimy (1989), D* Fu i Li
(1993) oraz Fs Fu (1997), ktére opracowatam w oparciu o wszystkie sekwencje genu
DBY14 uzyskane dla samcow z Polski potraktowanych jako jedna proba, byty nieistotne
statystycznie (D =-1,497, P > 0,05; D* =-0,441, P > 0,05; Fs =-4,120, P > 0,05).

Warto$ci zréznicowania genetycznego dla 15 par populacji tosi (nie
uwzglednitam pojedynczych prob z Biatorusi, Finlandii, Syberii i Szwecji) pod wzgledem
markera DBY 14, wyrazone jako wartos$ci @st i Fst, przyjety zakres od zera do 0,09 (pop.
PKN vs populacje z Mazur — MAZ i MAZy), przy czym wszystkie nieistotnie roznity si¢
od zera (Tabela 16), co oznacza brak réznic migdzy populacjami tosi pod wzglgdem
frekwencji haplotypow specyficznych dla chromosomu Y.

Dysponujac czterema sekwencjami genu DBY14 dla tosi, jedna sekwencja
uzyskana dla sarny europejskiej i syberyjskiej (H5; Swistocka, dane niepubl.) oraz
sekwencjami pobranymi z GenBanku dla bawotu domowego (H6), bizona (H7), gaura,
(H8) i bydta domowego (H9) skonstruowatam sie¢ filogenetyczna (Rycina 8). Na
otrzymanej sieci powiazan zauwazamy, ze Wszystkie haplotypy tosi H1-DBY14 — H4-
DBY14 grupuja si¢ w jeden Klad razem z haplotypem znalezionym u sarny europejskiej
I syberyjskiej. Haplotyp H1-DBY14 rdzni sig trzema substytucjami od wariantu
posiadanego przez oba gatunki sarny (2 tranzycje i 1 transwersja), haplotyp H2-DBY14
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dziela od wariantu genetycznego H5 saren cztery mutacje (2 tranzycje i 2 transwersje), H3-
DBY14 posiada trzy mutacje wzgledem wariantu H5 (2 tranzycje, 1 transwersja), natomiast
pie¢ mutacji (2 tranzycje i 3 transwersje) odroznia H4-DBY14 od haplotypu H5 sarny

europejskiej i syberyjskiej. Haplotypy bizona i bydta zgrupowaty si¢ razem w kolejny klad,
natomiast bardzo r6zny od nich, jak i od sekwencji tosi i saren, okazat si¢ haplotyp bawotu

domowego (Rycina 8).

Sekwencje fragmentu intronu genu Zfx o dtugos$ci 523 par zasad odpowiadajace
intronowi znajdujacemu si¢ miedzy 9 a 10 egzonem tego genu, uzyskatam dla 11 samic
pochodzacych z populacji BIE, MRG i KPN, jednej samicy ze Szwecji i dla 13 samcow
z populacji: BIE, NPN, KPN i PPN. W probie 25 osobnikow stwierdzitam wyst¢gpowanie
tylko jednego wariantu genetycznego H1-Zfx, w zwiazku z czym nie kontynuowatam

analiz genetycznych na wigkszej probie osobnikow.

Sekwencje genu MHC 11 DRB

W probie 196 zgenotypowanych osobnikow z Polski i 16 z Litwy
zidentyfikowatam dziewig¢ alleli genu MHC Il DRB, spo$rod ktorych siedem zostato do
tej pory opisanych przez Mikko i Anderssona (1995) oraz przez Uding i wsp. (2002) dla
tosi z Europy, Dalekiego Wschodu i Ameryki Pétnocnej: DRB1*1 (GenBank nr X82398),
DRB1*2 (GenBank nr X83278), DRB1*3 (GenBank nr X83279), DRB1*4 (GenBank nr
X83280), DRB1*5 (GenBank nr X83281), DRB1*8 (GenBank nr X83284) i DRB1*9
(GenBank nr X83285). Stwierdzitam wystepowanie dwoch nowych, nieznalezionych do
tej pory u tosi alleli, ktorym nadatam odpowiednie numery: DRB1*11 i DRB1*12. Wsrod
analizowanych 212 osobnikow zidentyfikowatam 62 homozygoty i 150 heterozygot.
Liczba stwierdzonych alleli w populacjach wahata si¢ od 5 (pop. PAU, PKN i MRG) do 8
(pop. BIE; Tabela 10). Allele DRB1*4 i DRB1*11 wystapity jedynie w populacji BIE,
natomiast allel DRB1*12 zostat znaleziony tylko w populacji LIT. Do najczgsciej
stwierdzanych alleli nalezaty trzy allele: DRB1*1, DRB1*3 i DRB1*9, ktore stwierdzitam
we wszystkich populacjach z frekwencja wahajaca si¢ od 14% do 50%. Frekwencje alleli
w locus MHC 1l DRB w poszczeg6lnych populacjach przedstawitam w Tabeli 10.
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Roéznorodnosé haplotypowa (h) w poszczegolnych populacjach wahata si¢ od
0,725 + 0,104 (pop. MRG) do 0,802 + 0,047 (pop. LIT), zas r6znorodno$¢ nukleotydowa
(7) od 1,391 (%) + 0,860 (pop. MRG) do 1,637 + 0,939 (pop. PAU). Podstawowe
statystyki opisujace zmiennos$¢ genu MHC |1 DRB w 8 populacjach oraz w calej probie
opisatam w Tabeli 13. Testy D Tajimy (1989), D* Fu i Li (1993) oraz Fs (Fu 1997) dla
wszystkich sekwencji genu MHC |l DRB potraktowanych jako jedna proba, nie roznity sig¢
istotnie od zera (D = 3,843, P > 0,05; D* =-0,140, P > 0,05; Fs = 5,514, P > 0,05).

Analizy wykonane w programie LOSITAN (Antao i wsp. 2008), ktory umozliwia
wyznaczenie zwiazku pomigdzy wspotczynnikiem Wright’a Fsr i1 heterozygotyczno$cia
oczekiwang (Hg), pozwolily stwierdzié, ze roznice we frekwencji alleli genu MHC 11 DRB
migdzy populacjami tosi nie wynikaja z dziatania doboru pozytywnego (Rycina 17). Jako
tlo genetyczne w tych obliczeniach wykorzystatam 11 loci mikrosatelitarnych, na ktére
z zatozenia nie powinien dziala¢ dobér naturalny. Uzyskany wynik wskazuje, ze locus
MHC Il DRB moze podlega¢ wptywowi doboru réwnowazacego, ktory faworyzuje
heterozygoty i utrzymuje r6znorodnos¢ alleli (P = 0,06). Nie wykazatam istnienia korelacji
migdzy liczba alleli MHC Il DRB, a $rednia liczba alleli w 11 loci mikrosatelitarnych (Np)
w poszczegdlnych populacjach tosi (wspdtczynnik korelacji Pearsona r = 0,385;

P =0,348).

Zaledwie dla 11% (@st, zakres od 0,04 do 0,07) i 18% (Fsr, zakres od 0,03 do
0,07) par porownywanych populacji otrzymatam wartosci zréznicowania genetycznego
istotne statystycznie (P < 0,001; Tabela 18). W przypadku @st wartosci istotnie ré6zne od
zera, ktore wedtug skali Wrighta (1978) oznaczaja mate i umiarkowane zréznicowanie
genetyczne, otrzymatam przy poréwnaniach populacji SRO z populacjami KPN, PPN
1 LIT (odpowiednio: 0,04, 0,07 1 0,06). Natomiast wartosci istotne dla wspotczynnika Fst
uzyskatam przede wszystkim dla poréwnan populacji BIE z populacjami MRG, SRO,
KPN, PPN (odpowiednio: 0,07, 0,04 i 0,03) oraz dla pary SRO vs PPN (0,03).

Analiza PCA przeprowadzona na bazie matrycy wartosci Fst wskazala, ze dwie
skladowe gtowne wyjasniaja tacznie 94,39% zmiennosci uktadu (PC1: 69,10%, PC2:
25,29%). Analiza ta potwierdzita, ze reliktowa populacja tosi w dolinie Biebrzy, takze
w markerze molekularnym MHC jest odrebna od pozostatych populacji (Rycina 12).
Populacje SRO i MRG pod wzgledem wartoéci PC1 znacznie rdznig si¢ od populacji BIE
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1 PAU, ktore dodatkowo pod wzgledem PC2 sg inne od populacji KPN i PPN oraz PKN
1 LIT. Populacje KPN i PPN wydaja si¢ wykazywaé charakter mieszancowy.

Charakterystyka reliktowej populacji losi w dolinie Biebrzy — zestawienie

najwazniejszych wynikow

W populacji tosi z doliny Biebrzy stwierdzitam wystgpowanie czterech wariantow
genetycznych mtDNA-cr: H1 oraz ,,finskich” haplotypéw H2, H3 i H4 (Tabela 7).
Uwzgledniajac fakt, ze proba reprezentujaca populacje biebrzanska byta najwigksza (N =
155), zidentyfikowana liczba haplotypow wydaje si¢ by¢ niska w pordwnaniu
z populacjami zdecydowanie mniej licznymi, takimi jak MRG, SRO, GWL i KPN,

w ktorych wystapito po sze$¢ haplotypow mtDNA-cr (Tabela 7 i 11). Znajduje to swoje
potwierdzenie w wartosciach roznorodnosci haplotypowej (h = 0,330 + 0,044) oraz
roéznorodnosci nukleotydowej ( = 0,654 + 0,364), ktére w populacji biebrzanskiej byty
jednymi z najnizszych w poréwnaniu do pozostatych populacji tosi w Polsce (Tabela 11).
Najczgstszym w populacji biebrzanskiej, z frekwencja rowna 0,81, okazat si¢ haplotyp
MtDNA-cr H1, natomiast sposrod haplotypow ,.finskich” najwyzsza frekwencje, rowna
0,14, odnotowatam dla wariantu H2. Haplotyp H1 r6zni si¢ 13 mutacjami od haplotypu
H2, 11 mutacjami od wariantu H4 i 9 miejscami polimorficznymi od haplotypu H3.
Natomiast warianty ,,finskie” r6znia si¢ migdzy soba 4 (H3 i H4) lub 6 podstawieniami
(H2 1 H3 oraz H2 1 H4). Osobniki posiadajace warianty ,,finskie” sa najprawdopodobniej
imigrantami lub potomkami imigrantéw, ktorzy dotarli do doliny Biebrzy przez poétnocna
badz wschodnia graniceg naszego kraju. Jednakze w populacji w dolinie Biebrzy taki
wschodni rodowdd posiada zaledwie co piaty osobnik. Analiza tosi pozyskanych z doliny
Biebrzy z okresu polowan w latach 1987 — 1994 wykazata, ze w populacji tej wystgpowaty
tylko trzy haplotypy mtDNA-cr: H1 z frekwencja roéwna 0,69, ,,finski” wariant H2
(frekwencja 0,25) oraz nalezacy do galezi Fennoscandia haplotyp H17 (frekwencja 0,06),
ktory wspotczesnie znalaztam jedynie w populacjach z Polski Potnocnej i Centralnej (pop.
SRO i KWD; Tabela 7 i 8). Analiza czasowa pozwala wigc stwierdzi¢, ze w glownej
mierze w dolinie Biebrzy wystepowaly i nadal wystepuja osobniki posiadajace unikalny
haplotyp H1, co wydaje si¢ by¢ wynikiem redukcji liczebnos$ci populacji biebrzanskiej i jej

dhugotrwalej izolacji przestrzennej od ciaglego zasiggu gatunku. Od momentu
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wprowadzenia moratorium, a wigc w okresie ostatnich 12 lat pojawity si¢ natomiast
w dolinie Biebrzy imigranci posiadajacy haplotypy ,.finskie” H3 i H4, ktérych w probach
muzealnych z tego obszaru nie stwierdzitam.

Haplotyp H1 jest unikalnym wariantem genetycznym tosi europejskich, nalezacym
do kladu Centralna Europa, ktory wydaje si¢ by¢ jednym z bardziej zroznicowanych
w stosunku do swoich europejskich odpowiednikoéw, co ilustruja drzewa i sie¢
filogenetyczna (Ryciny 3 — 7). Jest on $ladem pozostawionym przez autochtoniczna
populacje tosi, ktora zasiedlita obszar doliny Biebrzy po szczycie ostatniego zlodowacenia.
Haplotyp ten, razem z haplotypami H10 i H13 oraz haplotypem H18 zidentyfikowanym
wylacznie w materiale muzealnym (Tabela 8), tworzy wyodrgbniona na drzewie
filogenetycznym gataz Biebrza. Haplotyp H18, ktorego obecnosci nie potwierdzitam
w populacjach wspotczesnych, najprawdopodobniej byt bardzo rzadkim wariantem
genetycznym, ktory w materiale muzealnym wystapit jedynie w populacji PKNy z niska
frekwencja (0,06).

Reliktowy charakter populacji w dolinie Biebrzy zidentyfikowany w mtDNA
potwierdzaja roéwniez analizy innych markeréw molekularnych. W populacji biebrzanskiej
wystepuja dwa warianty genetyczne odcinka DBY14 zlokalizowanego na chromosomie
Y (Tabela 9). Obok haplotypu H1-DBY14, bedacym najczg¢Sciej stwierdzanym u tosi
wariantem tego genu,zidentyfikowatam rowniez haplotyp H2-DBY14, ktory wystapit
W grupie osobnikow pozyskanych towiecko w latach 1987 — 1994, jak rowniez w populacji
analizowanej wspotczesnie. Warto podkresli¢ fakt, ze haplotyp ten, z wyjatkiem populacji
reintrodukowanej w Kampinoskim Parku Narodowym, w innych wspotczesnych
populacjach tosi z Polski nie zostat odnaleziony. Nie stwierdzitam go rowniez u samcoOw
spoza obszaru Polski, mianowicie z Litwy, Biatorusi, Finlandii, Szwecji i Syberii.
Haplotyp H2-DBY 14 moze by¢ kolejnym sladem pozostawionym przez samce wywodzace
si¢ z populacji autochtonicznej, ktora skolonizowata doling Biebrzy po ustapieniu
ostatniego zlodowacenia.

W populacji biebrzanskiej zidentyfikowatam najwigksza liczbg alleli genu MHC II
DRB (Tabela 10). Sposrod osmiu wykrytych alleli, dwa — DRB1*4 i DRB1*11 nigdzie
w Polsce poza doling Biebrzy nie wystapity. Co warte podkreslenia, allel DRB1*11 jest
unikalny dla populacji biebrzanskiej w skali $wiatowej 1 poza nig nie zostat stwierdzony.

Ciekawy jest rowniez fakt, ze allel DRB1*4, ktory wystapil w populacji biebrzanskiej, do
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tej pory zidentyfikowany byt w reliktowej populacji tosi w Szwecji (Mikko i Andersson
1995), oraz w rosyjskiej czgsci zasiggu wystgpowania tosia (Udina i wsp. 2002). Sposrod
osmiu alleli MHC Il DRB znalezionych u tosi biebrzanskich, az cztery: DRB1*2, DRB1*4,
DRB1*5 i DRB1*11 utrzymywane sa w tej populacji z bardzo niska frekwencja, wahajaca
si¢ od 0,01 do 0,04 (Tabela 10).

Unikalnos$¢ populacji biebrzanskiej potwierdzaja takze analizy mikrosatelitarnego
DNA, ktore wykazaly, ze w populacji tej wystepuje najwyzsza $rednia liczba alleli
w poszczegdlnych loci (Na; Tabela 22).

Zaskakujace okazaty si¢ porownania zréoznicowania genetycznego pomigdzy
populacja biebrzanska a pozostatymi populacjami tosi w Polsce. Duze oraz bardzo duze
1 istotnie rozne od zera wartosci @st i Fst dla mtDNA-cr odnotowatam przy poréwnaniach
populacji BIE z populacjami zlokalizowanymi w jej bezposrednim sasiedztwie,
mianowicie dla populacji PAU, PKN i NPN, jak tez w przypadku populacji znacznie od
niej oddalonych: populacje SRO, GWL, KPN, RDZ, PPN i LIT (Tabela 14). Tylko
w przypadku poréwnan populacji BIE z populacjami MSZ, KWD (ale nie dla wartosci
Fst) i LDZ otrzymatam warto$ci zréznicowania genetycznego rowne zero (P > 0,05),
$wiadczace o swobodnym przeptywie genéw mitochondrialnych migdzy nimi. Tego
wyraznie ograniczonego przeplywu gendw, sugerujacego izolacj¢ populacji biebrzanskiej,
jaki zidentyfikowalam w linii zenskiej migdzy populacja BIE, a pozostatymi populacjami
tosi nie potwierdzitam w przypadku przeptywu gendéw dziedziczonych po obojgu
rodzicach. Zréznicowanie genetyczne migdzy populacja biebrzanska, a pozostatymi
populacjami w 11 loci mikrosatelitarnego DNA byto mate (Fst < 0,05), jednak az 85%

poréwnan istotnie roznito si¢ od zera (Tabela 17).

Subpopulacje losi w basenie gornym, srodkowym i dolnym doliny Biebrzy

Po uwzglednieniu podziatu doliny Biebrzy na baseny, okazalo sig, ze
w subpopulacji tosi zyjacych na terenie basenu gornego wystapity trzy haplotypy mtDNA-
cr: H1, H2 i H3, natomiast w subpopulacjach wystgpujacych na terenie basenu srodkowego
I dolnego zidentyfikowatam po cztery haplotypy (H1 — H4; Tabela 7). Co ciekawe,
frekwencja haplotypu ,,biebrzanskiego” H1 rosnie z poéinocy na potudnie doliny, w efekcie

czego, haplotyp ten znalaztam az u 93% tosi wystepujacych na terenie basenu dolnego
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i u zaledwie 30% osobnikéw pochodzacych z basenu gornego. Z kolei ,,finski”” haplotyp
H2 posiadat co drugi to$ pochodzacy z obszaru basenu gornego i zaledwie co dwudziesty
tos wywodzacy si¢ z subpopulacji zamieszkujacej basen dolny. Podobna zalezno$¢
wykazatam dla haplotypu H4, ktéry z frekwencja 0,18 (u co czwartego tosia) wystapit

w subpopulacji z basenu gornego, a z frekwencja 0,01 w subpopulacji pochodzacej

z basenu dolnego (Tabela 7).

Podziat doliny Biebrzy na poszczegolne baseny wskazuje, ze zar6wno najmniejsza
warto$¢ roznorodnosci haplotypowej (h = 0,130 = 0,044), jak i nukleotydowej (= = 0,258 +
0,172) wystapita w subpopulacji tosi z obszaru basenu dolnego, podczas gdy najwyzsza
warto$¢ roznorodnosci haplotypowej i nukleotydowej stwierdzitam w subpopulacji
z basenu gornego (Tabela 11). W przypadku subpopulacji z basenu gornego uzyskatam
dodatnie i istotne statystycznie wartosci testu D Tajimy (1989) oraz testu D* Fu i Li (1993;
Tabela 11).

Analizy 11 loci mikrosatelitarnego DNA wykazaty, ze najmniejsza $rednia liczba
alleli w poszczegdlnych loci wystapita w subpopulacji tosi pochodzacej z obszaru basenu
gornego (Na = 4,91), natomiast najwigksza (Na = 7,91) w subpopulacji z basenu dolnego
(Tabela 22). W subpopulacji z basenu gérnego takze wartos¢ heterozygotycznosci
obserwowanej (Ho = 0,558) byta najmniejsza, podczas gdy w subpopulacjach
z pozostatych dwoch basenéw wartosci Ho byty bardzo wysokie (0,737 — basen $rodkowy;
0,734 — basen dolny; Tabela 22). Wysoka i istotnie r6zna od zera warto$¢ wskaznika Fis
stwierdzitam w subpopulacji tosi z basenu gornego (Fis = 0,250; P < 0,00032; Tabela 22).
Ciekawy wydaje si¢ fakt, ze wlasnie w tej subpopulacji zidentyfikowatam najwyzszy
procent osobnikow spokrewnionych ze soba, czy to w kategorii pelnego rodzenstwa
(7,69%), pot-rodzenstwa (9,23%), czy tez kuzynow (10,77%; Tabela 23). Z kolei,

w subpopulacjach tosi z basenu srodkowego 1 dolnego osobniki niespokrewnione ze soba
stanowity odpowiednio 94,44% 1 97,48%.

Poréwnanie zrdéznicowania genetycznego migdzy subpopulacjami tosi
z poszczegdlnych basendéw doliny Biebrzy wskazato na ograniczony przeptyw genow
w mtDNA pomigdzy nimi. Srednie wartosci zroznicowania genetycznego (@sr = 0,09;

P < 0,05) zidentyfikowatam migdzy subpopulacjami z basenu dolnego i srodkowego,
natomiast duze (@st = 0,23; P < 0,05) i bardzo duze oraz istotne statystycznie (@st = 0,59;

P < 0,05) wartos$ci zroznicowania genetycznego stwierdzitam dla poréwnan subpopulacji
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z odpowiednio basenu srodkowego i gornego oraz dolnego i gornego. Natomiast
w przypadku analiz 11 loci mikrosatelitarnych warto$ci Fst otrzymane dla porownan
subpopulacji tosi zamieszkujacych poszczegdlne baseny wyniosty w kazdym przypadku

0,01 i nie byly istotne statystycznie (P > 0,05).
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DYSKUSJA

W krotkim wprowadzeniu do dyskusji chciatabym odniesc¢ si¢ do zasady ,,zgodnosci
genealogicznej” (ang. genealogical concordance), okreslajacej stopien zgodnos$ci
pomigdzy niezaleznymi cechami genetycznymi lub zestawami danych (Avise i Ball 1990;
Avise 2009), ktorej zatozenia umozliwia mi poprawna interpretacje wynikoOw zawartych

W niniejszej rozprawie.

Genealogiczna zgodnos¢ dowodem na gleboka filogeograficzng strukture populacji

Podzial populacji charakteryzujacy si¢ obecnos$cia struktury genealogicznej w skali
lokalnej lub znacznymi nieciaglo$ciami w rozmieszczeniu linii mtDNA w obrgbie zasiggu
gatunku zostal odnotowany dla ogromne;j liczby gatunkéw zwierzat i roslin (Avise 2008).
Tylko w nielicznych przypadkach zidentyfikowano bardzo mate réznice lub catkowity
brak zroznicowania w obszarze zasiggu wystgpowania gatunkow, przy czym przyktady
takie stanowia raczej wyjatki niz regule. Jednym z powszechnie znanych odkry¢ stato si¢
stwierdzenie, ze grupy populacji reprezentujace ten sam gatunek, a wystepujace w réoznych
regionach, cz¢sto charakteryzuje gleboki (ang. deep) rozdziat genealogiczny,
w porownaniu z ptytkim (ang. shallow) rozdziatem genealogicznym mtDNA, zazwyczaj
obserwowanym w obrgbie kazdej z takich grup (Avise 2008, 2009). Takie wyrazne grupy
filogenetyczne reprezentujace linie matczyne wyr6znione w obrgbie gatunku okreslane sa
jako ESU lub jako ,,wewnatrzgatunkowe grupy filogenetyczne” (Avise i Walker 1999).
Rozmieszczenie takich grup jest w logiczny sposdb powiazane z wystgpowaniem znanych
i domniemanych refugiow glacjalnych istniejacych w plejstocenie oraz z trasami
postglacjalnej rekolonizacji gatunkow. Generalnie, przestrzenne grupowanie si¢ blisko
spokrewnionych haplotypow mtDNA odzwierciedla wspdiczesne ograniczenia dla
przeplywu gendw, przynajmniej w linii zenskiej. Z kolei glebsze podziaty genetyczne,
umozliwiajace identyfikacj¢ jednostek ewolucyjnie istotnych, tj. ESU, sa efektem znacznie
dtuzszego rozdziatu populacji w sensie historycznym (Avise 2008, 2009).

Istotnym problem pojawiajacym si¢ w filogeografii jest empiryczne odroznienie

struktury populacji wynikajacej z dawnych zdarzen historycznych od struktury ptytkie;j,
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a wiec relatywnie niedawnej. Rozwiazaniem tego dylematu, szczegdlnie w przypadku, gdy
dysponujemy jedynie molekularnymi dowodami genetycznymi, jest odwotanie si¢ do
zasady ,,zgodnosci genealogicznej”, ktéra charakteryzuja cztery gtowne aspekty (Avise
i Ball 1990; Avise 2008, 2009).
Aspekt | — zgodnos¢ miedzy wieloma cechami sekwencji w obrebie pojedynczego genu

Gleboki rozdziat filogenetyczny oparty o genealogi¢ jednego genu jest
w jednoznaczny sposob rejestrowany przez wielokrotne, niezalezne zmiany sekwencji
w obrebie danej czasteczki, pozwalajace odrdzni¢ jeden zestaw haplotypow od innego
(Avise 2008, 2009). Aspekt I zgodnosci genealogicznej wykorzystuje kryterium ilosciowe,
zgodnie z ktorym wskazniki statystyczne, migdzy innymi wspotczynnik bootstrap,
umozliwiaja wyodrebnianie poszczegolnych kladow na drzewie filogenetycznym za
pomoca licznych cech, pozwalajacych uzyskac taki sam obraz. Znaczenie biologiczne
aspektu I polega na tym, ze akumulacja nowych mutacji pomigdzy ré6znymi liniami
w obrebie genu, ktory nie podlega rekombinacji, jest procesem z reguty bardzo powolnym.
Zgodnie natomiast z teoriami mutacji neutralnych i zegara molekularnego, im wigksza jest
dywergencja miedzy sekwencjami, tym dtuzszy czas musiat uptyna¢ od momentu
rozdzielenia si¢ poszczeg6lnych linii.
Aspekt |l — miedzy genealogami genéw w obrebie danego gatunku

Aspekt Il ma ogromne znaczenie w przypadku, gdy chcemy rozrézni¢ specyficzne
genowo lub przestrzennie przypadkowe podzialy genealogiczne, bgdace efektem migdzy
innymi izolacji przez dystans, od rozdziatdéw genealogicznych wywotanych odlegtymi
w czasie zdarzeniami wikariancji, ktorych efekty zazwyczaj oddzialuja na caty genom
(Avise 2008, 2009). Znaczenie biologiczne aspektu Il zwiazane jest z faktem, ze
potwierdzajace si¢ podziaty na niezaleznych drzewach genowych w obrgbie rodowodu
osobnika niemal z catkowita pewno$cia reprezentuja podstawowy rozdzial filogenetyczny
na poziomie populacji. A wigc populacje wspoiczesne, ktore umiejscowione sa w zgodny
sposob na niezaleznych, podstawowych gateziach drzew filogenetycznych wyznaczonych
dla wielu r6znych gendw, najprawdopodobniej musiaty rozejs¢ sig¢ dawno temu.
Aspekt Il — miedzy wspotwystepujqcymi gatunkami

W sytuacji, gdy zasigeg wystepowania kilku gatunkéw przynajmniej czgSciowo
pokrywa si¢ ze soba, a analiza aspektow I 1 Il umozliwita zidentyfikowanie u tych

gatunkow glebokiej struktury filogeograficznej i potwierdzita, ze podziaty filogenetyczne
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co najmniej po czgsci odzwierciedlaja rozmieszczenie przestrzenne i by¢ moze glgbokosé
izolacji czasowej, jesteSmy w stanie uzasadni¢ aspekt III (Avise 2008, 2009). Biologiczne
znaczenie tego aspektu opiera si¢ na zatozeniu, ze za uksztattowanie struktury genetycznej
populacji wspotwystepujacych ze soba roznych gatunkéw odpowiadaja podobne sity
ewolucyjne. Aspekt III zgodnosci genealogicznej odnosi si¢ migdzy innymi do
przestrzennego umiejscowienia genealogicznych kladow, okreslanych czasami jako
wewnatrzgatunkowe ,,filogrupy”, odzwierciedlajacego trasy kolonizacji z jednego lub
kilku plejstocenskich refugiow glacjalnych. W wielu przypadkach postglacjalna ekspansja
zasiggu doprowadzita do wytworzenia si¢ migdzy ,,filogrupami” stref wtdrnego kontaktu
zlokalizowanych w tak zwanych ‘suture zone’.
Aspekt IV — powiqzanie miedzy informacjq genealogiczng a innymi informacjami
biogeograficznymi

Aspekt IV zwiazany jest z poréwnaniem danych molekularnych z tradycyjnymi
dowodami z zakresu biogeografii, uzyskanymi za pomoca metod niegenetycznych (Avise
2008, 2009). Doskonata ilustracja aspektu IV jest sktad fauny i flory Europy, na podstawie
ktoérego mozliwe jest wyznaczenie unikalnych wzorcow dla poszczegdlnych gatunkow, jak
1 og6élnych trendéw we wzorcach filogeograficznych. Zar6wno dane genetyczne, jak i
tradycyjne potwierdzaja wystgpowanie w Europie niewielkiej liczby plejstocenskich
refugiéw glacjalnych, przede wszystkich tak zwanych refugiow ,,srédziemnomorskich”,
ktore byty gtéwnym Zroédtem rekolonizacji Europy Potnocnej i Centralnej po wycofaniu sig

lodoweca.

Charakterystyka linii filogenetycznych mtDNA u losia

W analizowanej probie tosi stwierdzitam wystgpowanie 12 haplotypéw mtDNA-cr
(607 pz), wykazujac, ze zmienno$¢ u tosia w Polsce jest znacznie wigksza niz
w pozostatych czg$ciach jego europejskiego zasiggu wystgpowania (Hundertmark 1 wsp.
2002a; Udina i wsp. 2002). Wszystkie zidentyfikowane przeze mnie warianty mtDNA-cr
tosi naleza do haplogrupy Europejskiej opisanej przez Hundertmarka i wsp. (2002a;
Rycina 3). Nie stwierdzitam zar6wno w Polsce, Niemczech jak i na Litwie osobnikow

posiadajacych warianty genetyczne nalezace do haplogrupy Azjatyckiej (Hundertmark

106



i wsp. 2002a). Wyrazny podziat na haplogrupg tosi Europejska i Azjatycka (Ryciny 3 — 7)
poparty bardzo wysokimi wskaznikami warto$ci bootstrap oraz prawdopodobienstwa

a posteriori, jaki otrzymatam konstruujac drzewa i sie¢ filogenetyczna wskazuje, ze tosie
nalezace do tych dwoch linii charakteryzuja si¢ odrebna i unikalna historia ewolucyjna.
Izolacja tych dwoch grup tosi sprawita, ze wskutek dywergencji przez dhugi okres czasu
staty si¢ one odrgbnymi jednostkami waznymi z punktu widzenia procesé6w ewolucyjnych,
identyfikowanymi jako ESU (Moritz 1994, 1995), ktére w petni odpowiadaja
,wewnatrzgatunkowym grupom filogeograficznym” (Avise i Walker 1999). Lokalizacja
takich jednostek ESU jest w logiczny sposob powiazana z historia geograficzna
uwarunkowang istnieniem znanych i domniemanych refugiow w plejstocenie oraz

z trasami postglacjalnej kolonizacji (Avise 2008).

W obrebie haplogrupy Europejskiej tosi widoczny jest wyrazny podzial haplotypow
MtDNA-cr na klad Centralna Europa i Ural (Rycina 3). Sposréd 12 zidentyfikowanych
wariantow mtDNA-cr tylko haplotypy ,,finskie” H2, H3 i H4 naleza do kladu Ural,
pozostale natomiast, stanowiace 75% opisanych w niniejszej rozprawie haplotypow
MtDNA-cr, reprezentuja wyodrgbniony przeze mnie na podstawie analiz filogenetycznych
klad Centralna Europa. Losie posiadajace haplotypy ,,uralskie” wystepuja na
przewazajacym obszarze europejskiego zasiegu tosia, nie stwierdzono ich do tej pory
jedynie w Szwecji (Hundertmark 1 wsp. 2002a; Udina i wsp. 2002). Podzial haplogrupy
Europejskiej na dwa klady filogenetyczne, poparty wysokimi warto$ciami wskaznika
bootstrap (BS = 84%) i prawdopodobienstwa a posteriori wynoszacym 1 stanowi
empiryczny dowod potwierdzajacy pochodzenie tosi europejskich z nie mniej niz dwoch
roéznych refugiow glacjalnych. Losie ,,uralskie” szczyt ostatniego zlodowacenia (LGM)
przetrwaty najprawdopodobniej w refugium/refugiach, ktore zlokalizowane byty we
wschodniej czg$ci zasiggu wystgpowania gatunku, natomiast tosie z kladu Centralna
Europa przezyly LGM zapewne w lokalnych refugiach europejskich. Klady Centralna
Europa 1 Ural doSwiadczyly odrgbnej 1 unikalnej historii ewolucyjnej, w zwiazku z czym
one takze reprezentuja odrebne jednostki ewolucyjnie istotne (ESU; Moritz 1994, 1995).

Klad Centralna Europa wyro6znia si¢ podzialem na trzy galg¢zie/grupy nazwane
Biebrza (haplotypy H1, H10 i H13), Polesie (haplotypy H12 i H20) i Fennoscandia
(haplotypy H6, H11, H17 i H22; Rycina 3; Swistocka i wsp. 2013a). Wystepowanie

osobnikow posiadajacych warianty genetyczne nalezace do grupy Biebrza i Polesie jest
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ograniczone do obszaru Polski, z wyjatkiem jednego osobnika pochodzacego z Litwy,

u ktorego stwierdzitam wariant H1. Z kolei osobniki, posiadajece haplotypy wchodzace

w sktad gatezi Fennoscandia, wystepuja zarowno w Polsce, jak i w Szwecji (Hundertmark
i wsp. 2002a), a najprawdopodobniej rowniez na wschod od Polski, miedzy innymi na
Biatorusi, skad pochodzity tosie reintrodukowane do Puszczy Kampinoskiej, ktore
pozostawily po sobie wyraznie widoczny $lad w postaci haplotypu H11 wystepujacego

u 13% tosi w naszym kraju.

W niniejszej rozprawie zaprezentowatam kilka rycin odzwierciedlajacych relacje
filogenetyczne migdzy haplotypami mtDNA u badanych przeze mnie tosi (Ryciny 3 — 6).
Analizy filogenetyczne oparte zarowno o dtuzszy (607 pz), jak i krotszy (351 pz) odcinek
sekwencji mtDNA-cr pozwolity uzyska¢ w petni zgodny obraz pokrewienstwa
filogenetycznego pomigdzy haplotypami mtDNA-cr. Zidentyfikowatam haplogrupe
Azjatycka (z wykorzystaniem sekwencji z GenBanku) i Europejska, klady europejskie
Ural i Centralna Europa, a w obr¢bie tego ostatniego kladu galgzie Biebrza, Polesie
1 Fennoscandia. Dysponujac haplotypami mtDNA-cr o dlugosci 607 par zasad i 351 par
zasad wykazalam, ze w ciagu ostatnich dwudziestu lat w obrgbie galg¢zi Biebrza miata
miejsce redukcja liczby haplotypow, poniewaz haplotyp H18, zidentyfikowany przeze
mnie w materiale muzealnym pochodzacym z lat 1987 — 1994, wspotczesnie w probie 588
tosi pochodzacych z Polski nie zostat wykryty. Z kolei, analizy filogenetyczne wykonane
W oparciu o cztery warianty genetyczne cytochromu b mtDNA, rézniace si¢ bardzo
niewielka liczba podstawien nukleotydowych, umozliwity jedynie wyrdznienie haplogrupy
Europejskiej i Azjatyckiej. Rozne zestawy danych genetycznych: mtDNA-cr (607 pz),
mtDNA-cr (351 pz) i cytochrom b (1 140 pz), zgodnie z zasada kongruencji i aspektem |1
,»Zgodnosci genealogicznej”, potwierdzity wystgpowanie obu haplogrup tosi, dowodzac ich
odrgbne;j historii ewolucyjnej 1 wykazujac, ze stanowia one oddzielne jednostki
ewolucyjnie istotne, tj. ESU. Zasadg kongruencji potwierdza réwniez fakt, ze mimo iz
zmiennos$¢ w sekwencjach cytochromu b mtDNA nie jest zbyt duza, to jednak pozwala ona
bezbtednie identyfikowac przynaleznos$¢ poszczegolnych haplotypow cytb mtDNA do linii
i kladow filogenetycznych mtDNA-cr (H1-cytb do galezi Biebrza i Polesie, H2-cytb do
kladu Ural, H3-cytb do haplotypow H6 i H11 galezi Fennoscandia, natomiast H4-cytb do
haplotypéw H17 1 H20 gatezi Fennoscandia). Dodatkowo, wysoka warto$¢ wskaznika

bootstrap (BS = 75%; Rycina 5) na drzewie odzwierciedlajacym pokrewienstwo
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filogenetyczne migdzy haplotypami cytochromu b mtDNA pozwala wyrdzni¢ haplotypy
powiazane z wariantem H1 wystgpujacym w reliktowej populacji tosi w dolinie Biebrzy.
Aby w pelni potwierdzi¢ podzial haplogrupy Europejskiej na klad Centralna Europa 1 Ural
wykorzystatam potaczone sekwencje mtDNA-cr (607 pz) i cytochromu b (1 140 pz),
stosujac je jako tak zwane dowody taczone (Rycina 6). Informacja zawarta w polaczonych
zestawach danych mtDNA w jednoznaczny sposob pozwolita zidentyfikowa¢ klad Ural

i Centralna Europa oraz gatezie/grupy Biebrza, Polesie i Fennoscandia (Rycina 6). Podziat
na klad Ural i Centralna Europa poparty bardzo wysokimi wartosciami wspotczynnika
bootstrap (BS = 98% i 100%), potwierdza, ze stanowia one oddzielne jednostki
ewolucyjne, ESU.

Galaz Biebrza utworzona jest przez haplotypy powiazane z wariantem H1,
zidentyfikowanym w pilotazowych badaniach mtDNA u tosi bytujacych w dolinie Biebrzy
(Swistocka i wsp. 2008). Haplotyp H1 jest unikalnym wariantem genetycznym tosi
europejskich, ktory wydaje si¢ by¢ jednym z bardziej zroznicowanych w stosunku do
swoich europejskich odpowiednikéw, co ilustruja drzewa i sie¢ filogenetyczna (Ryciny 3 —
7). Galaz Biebrza jest linig filogenetyczna, w sktadzie ktorej znalazty si¢ haplotypy HI,
H10 1 H13, rézniace si¢ miedzy soba zaledwie 1 lub 2 tranzycjami w potaczonym odcinku
mtDNA-cr i cytochromu b mtDNA (1 747 pz). Co ciekawe, zmienno$¢ w obrebie gatezi
Biebrza, jak wykazaly analizy sekwencji DNA z zuchw tosi pozyskanych podczas okresu
polowan przeprowadzonych w latach 1987 — 1994, czyli ponad 20 lat temu, byta jeszcze
wigksza, poniewaz w jej sktad wchodzit takze haplotyp H18 (351 pz), ktéry wspdiczesnie
u tosi nie zostat stwierdzony.

Galaz Polesie wydaje si¢ by¢ najmniej zmienna sposrod trzech grup wyrdznionych
w kladzie Centralna Europa, gdyz w jej sktad weszty tylko haplotypy H12 i H20, rozniace
si¢ migdzy soba w potaczonym odcinku mtDNA-cr i cytochromu b mtDNA (1 747 pz)
zaledwie jedna tranzycja (Rycina 6). Z kolei, gataz Fennoscandia utworzona jest przez
Cztery warianty genetyczne, ktore, co jest dosy¢ zaskakujace, wyraznie dziela si¢ na dwie
podgrupy (Rycina 6). Pierwsza z nich tworza haplotypy H17 1 H22, r6zniace si¢ zaledwie
jedna tranzycja w odcinku mtDNA o dtugosci 1 747 pz, natomiast druga stanowia warianty
H6 1 H11, migdzy ktorymi wystepuje siedem roznic nukleotydowych. Wariant H6,
znaleziony przeze mnie u zaledwie jednego osobnika w Puszczy Kampinoskiej, jest

jedynym haplotypem zidentyfikowanym w reliktowej populacji tosi w Szwecji
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(Hundertmark i wsp. 2002a), natomiast haplotyp H11, osiagajacy wysoka frekwencjg
liczebnosci w populacji kampinoskiej, jest dowodem na spektakularny sukces
reprodukcyjny przynajmniej jednej z trzech mtodych klgp reintrodukowanych z Biatorusi
do Puszczy Kampinoskiej w 1951 roku.

Wyliczenia czasu dywergencji netto tosi europejskich sugeruja, ze klady Centralna
Europa i Ural rozdzielity si¢ okoto 138 000 lat temu (95% C.I.: 81 208 — 205 400),
najprawdopodobniej w koncowej fazie plejstocenskiego zlodowacenia Riss, trwajacego od
300 000 do 130 000 lat temu, wzglednie na poczatku interglacjatu Riss/Wiirm,
nazywanego rowniez interglacjatem eemskim, ktory wystapit 130 000 — 115 000 lat temu.
W zwiazku z tym, dywergencja tych dwéch gtownych europejskich kladow mtDNA
u tosia miata miejsce jeszcze przed ostatnim zlodowaceniem, co pozostaje w pelnej
zgodzie z powszechnie znanym fenomenem odkrytym na podstawie analiz mtDNA dla
wielu gatunkoéw ssakow wystepujacych w Europie (Taberlet 1 wsp. 1998; Avise 2009;
Hewitt 2011a). Wyodrebnienie si¢ poszczegdlnych gatezi/grup w obrebie kladu Centralna
Europa nastapito natomiast w krotkim okresie czasu, przed ostatnim zlodowaceniem.
Przedstawione wyliczenia potwierdzaja tez¢ Mikko 1 Andersson (1995), ktérzy w oparciu
0 sekwencje regionu kontrolnego mtDNA u tosi pochodzacych ze Szwecji i Ameryki
Potnocnej sugerowali, ze czas rozdzielenia sig tosi europejskich i pétnocnoamerykanskich
miesci si¢ w przedziale od 165 000 do 350 000 lat temu.

Postulowane przeze mnie czasy wyodrgbnienia si¢ poszczegolnych gatezi
filogenetycznych tosia istotnie jednak wyprzedzaja wyliczenia czasu dywergencji dla tosi
przyjete przez Hundertmarka 1 wsp. (2002a). W oparciu o 2,5% dywergencjg netto
pomigdzy haplogrupa Europejska i Azjatycka oraz tempo mutacji regionu kontrolnego
MtDNA proponowane dla bydta domowego rzedu 31,4%/1mln lat (Bradley i wsp. 1996)

1 zubra rzedu 39,25%/1mln lat (Burzynska i wsp. 1999), Hundertmark i wsp. (2002a)
sugeruja, ze obie haplogrupy rozdzielity si¢ najprawdopodobniej okoto 38 000 — 30 000 lat
temu, natomiast tosie pétnocnoamerykanskie oddzielity si¢ od azjatyckich blisko 27 000 —
21 500 lat temu. Aby modc ustosunkowac si¢ do wyliczen proponowanych przez
Hundertmarka i wsp. (2002a), uwzglednitam w swojej rozprawie rowniez obliczenia czasu
dywergencji bazujace na tempie mutacji mtDNA-cr przyjetym dla bydta domowego
(Bradley 1 wsp. 1996). Przeprowadzone obliczenia sugerowatyby, ze przed szczytem

ostatniego zlodowacenia, LGM, ktory rozpoczat sig blisko 25 000 i zakonczyt 18 000 lat
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temu, wyodrgbnily sig, w bardzo krotkim okresie czasu, klady Centralna Europa i Ural
oraz w obrgbie kladu Centralna Europa galgzie Biebrza, Polesie i Fennoscandia. W efekcie
tego, obserwowany poziom zmienno$¢ u tosia musiatby powstaé relatywnie niedawno,
a to$ bytby bardzo mtodym gatunkiem, czemu przecza niektére dane paleontologiczne
(Kostron 1938).

Wydaje sig, ze jedynym rozsadnym rozwiazaniem w tej sytuacji jest odniesienie si¢
do zalozen zasady ,,zgodnosci genealogicznej”, a konkretnie do aspektu III
uwzgledniajacego wspotdzielenie wzorca przez wspotwystepujace ze soba gatunki. Zasieg
wystepowania losia pokrywa si¢ w znacznym stopniu z zasi¢giem innych przedstawicieli
jeleniowatych, takich jak sarna europejska i jelen szlachetny. Matosiuk i wsp. (W recenz;ji)
w oparciu o potaczone sekwencje regionu kontrolnego i cytochromu b mtDNA oraz tempo
mutacji dla mtDNA rzedu 4-8%/1min lat, sugerowane dla jeleniowatych przez Randiego
1 wsp. (1998), ustalili czas rozdzielenia si¢ linii Wschodniej i Zachodniej sarny
europejskiej na okoto 290 000 — 350 000 lat temu, natomiast linii filogenetycznych sarny
syberyjskiej (Capreolus pygargus) na blisko 170 000 — 530 000 lat temu. Analizy regionu
kontrolnego mtDNA u jelenia szlachetnego wykonane w oparciu o tempo mutacji rzedu
10,3%/1mln lat (Peters i wsp. 2005) wskazuja, ze wystgpujace w Europie linie Zachodnia
i Wschodnia, wyodrebnity si¢ mniej wigcej 272 300 lat temu (175 300 — 384 700; Skog
1 wsp. 2009). Postulowane przeze mnie czasy dywergencji poszczegdlnych kladow i grup
filogenetycznych mtDNA u tosia oraz czasy dywergencji proponowane dla sarny
europejskiej i syberyjskiej oraz jelenia szlachetnego wykazuja wigc wyrazny stopien
zgodnosci filogenetycznej pod wzgledem aspektu I11. Pozwala mi to uzna¢ przyjete przeze
mnie wyliczenia dywergencji u tosia za wysoce prawdopodobne, o ile zatozymy, zZe te
same procesy historyczne sa odpowiedzialne za podobnie wygladajace, gtowne podziaty

filogenetyczne w obrgbie tych czterech gatunkow.

Klad Centralna Europa, w obrgbie ktorego wyrdznione zostaly gatezie Biebrza,
Polesie i Fennoscandia wydaje sig¢ reprezentowac jeden z bardziej zmiennych kladow
filogenetycznych tosi. Moze to sugerowac, ze efektywna wielkos$¢ europejskiej populacji
tosi byta duza i/lub, ze tosie europejskie wywodza si¢ z kilku roznych, lokalnych refugiow
glacjalnych. Bimodalny obraz rozktadu niedopasowan nukleotydowych dla haplotypow
tosi nalezacych do kladu Centralna Europa (Rycina 14) potwierdza, ze w Europie

wystgpowaty co najmniej dwa lokalne refugia glacjalne, w ktérych tosie przetrwaty szczyt
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ostatniego zlodowacenia. Dane paleontologiczne wskazuja, ze w trakcie LGM okres
niekorzystnych zmian klimatycznych i srodowiskowych tosie przezyty praktycznie w tych
samych ,,srédziemnomorskich” refugiach glacjalnych, co jelen szlachetny i sarna
europejska, mianowicie na Potwyspie Batkanskim 1 Apeninskim (Sommer i Nadachowski
2006). Obecnos¢ refugiow glacjalnych zlokalizowanych w tych samych rejonach dla tosia,
sarny europejskiej i jelenia szlachetnego potwierdza mozliwo$¢ wystapienia podobnej
historii ewolucyjnej dla tych gatunkow jeleniowatych. Stanowi to wazny argument,
dodatkowo potwierdzajacy stlusznos¢ przyjetych przeze mnie wyliczen czasu dywergencji
dla tosi europejskich. Jak argumentuja Sommer i Nadachowski (2006), skamieniatosci tosi,
podobnie jak jelenia szlachetnego, odnalezione zostaly rowniez w refugium Karpackim.
Wydaje sig, ze sposrdd tych trzech europejskich refugiow glacjalnych zidentyfikowanych
dla tosia, udziat w postglacjalnej rekolonizacji Europy miaty jedynie osobniki wywodzace
si¢ z refugium Batkanskiego i Karpackiego. Udziat osobnikéw, ktore LGM przetrwaty

w refugium Apeninskim, w rekolonizacji polodowcowych obszarow Europy Potnocnej

1 Centralnej wydaje si¢ by¢ wysoce watpliwy, poniewaz wspolczes$nie zyjace tosie, ktore
wywodzace si¢ z tego refugium, reprezentowatyby jedna z najbardziej zroéznicowanych
galezi na drzewie pokrewienstw filogenetycznych, podobnie jak to jest w przypadku sarny
europejskiej. Potomkowie osobnikow sarny europejskiej, ktorzy przetrwali okres LGM

w refugium Apeninskim, zostali sklasyfikowani jako oddzielny, endemiczny podgatunek
sarny Capreolus capreolus italicus (Festa 1925). Populacja C. c. italicus wystgpujaca

w centralnej 1 potudniowej czgsci Wioch wyr6znia sig posiadaniem unikalnych wariantow
MtDNA (Randi i wsp. 1998, 2004; Vernesi i wsp. 2002), charakterystycznych wytacznie
dla tej populacji genotypow mikrosatelitarnego DNA (Randi i Mucci 2001; Lorenzini

i wsp. 2002) oraz indywidualnych cech morfometrycznych (Montanaro i wsp. 2003).
Najprawdopodobniej bariera jaka stanowia Alpy, nie pozwolita osobnikom sarny
europejskiej skolonizowaé¢ Europy po ustapieniu ostatniego zlodowacenia (Randi i wsp.
1998). Wydaje si¢ wigc logiczne, ze rowniez tosie, ktore LGM przezyty w refugium
Apeninskim, nie byty w stanie pokona¢ Alp i w efekcie wyginglty w Sredniowieczu
(Schmolcke 1 Zachos 2005). Zatem, w procesie postglacjalnej rekolonizacji Europy
Centralnej 1 Polnocnej uczestniczyty osobniki, ktore LGM przetrwaty w refugium
Batkanskim 1 Karpackim, jak i te, reprezentujace klad Ural, a ktore LGM przetrwaty

w refugium/refugiach zlokalizowanych we wschodniej czgsci europejskiego zasiggu tosia
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na potudnie od Uralu (Panov 1999; Sipko i Kholodova 2009). Nalezy zwrdci¢ uwage na
istotny fakt, ze tosie nalezace do kladu Ural zasiedlaja zdecydowana wigkszo$¢
europejskiego areatu gatunku, mianowicie od Uralu po Polske i Niemcy. Natomiast klad
Centralna Europa ma zdecydowanie bardziej ograniczony zasi¢g wystgpowania, a w jego
obrgbie zaznacza si¢ wyrazny podzial na losie ,,skandynawskie” oraz ,,biebrzanskie”
i,,poleskie”. Taki wzorzec filogeograficzny jednoznacznie wskazuje na kolonizacj¢ ze
wschodu i oznacza, ze ekspansja demograficzna i przestrzenna kladu Ural byta znacznie
wigksza niz kladu Centralna Europa. Wzorzec ten jest bardzo podobny do obrazu
zréznicowania uzyskanego dla niedzwiedzia brunatnego w Europie (Korsten i wsp. 2009;
Davison i wsp. 2011), ktory reprezentuje gldéwny model postglacjalnej rekolonizacji
Eurazji przez r6zne gatunki ssakow (Taberlet i wsp. 1998; Hewitt 1999; Korsten i wsp.
2009; Davison 1 wsp. 2011). Wzorzec niedzwiedzia brunatnego zostal odnaleziony migdzy
innymi u nornika burego (Microtus agrestis; Jaarola i Searle 2002), polatuchy (Pteromys
volans; Oshida i wsp. 2005), ryjowki malutkiej i aksamitnej (Bilton i wsp. 1998). Wzor
postglacjalnej kolonizacji pdtnocnych obszarow Eurazji opisany dla tych gatunkow
wyrdznia si¢ nagla ekspansja linii matczynych, odbywajaca si¢ na rozlegtym terytorium
Eurazji Potnocnej z pojedynczego refugium wschodniego przy jednoczesnym braku
waznych barier ograniczajacych dyspersje (Korsten i wsp. 2009).

Zdecydowana wigkszos$¢ obszardéw postglacjalnej Europy zostata wige
skolonizowana przez losie nalezace dla kladu Ural, mniejszy udzial wniosty z cata
pewnoscia tosie, ktore przetrwaty w refugium Batkanskim i1 Karpackim. Refugium
Batkanskie uwazane jest za wazne zrodto postglacjalnej rekolonizacji wielu gatunkéw
fauny Europy (Taberlet i wsp. 1998; Hewitt 2004, 2011a, b), podczas gdy wktad
osobnikow gatunkow, ktore przetrwaly w refugium Karpackim w procesie rekolonizacji
Europy jest wciaz nieokreslony i1 niedoceniony. Rejon karpacki stanowit bez watpienia
wazne refugium dla wielu europejskich ssakow, migdzy innymi dla rysia (Gugolz i wsp.
2008) oraz jelenia szlachetnego (Sommer i Zachos 2009; Skog i wsp. 2009). To wlasnie
z refugium Karpackiego wywodzi sig, przynajmniej czgsciowo, reliktowa populacja jelenia
szlachetnego wystgpujaca na Ukrainie (Tatarinov 1973). Przezycie w refugium Karpackim
moglto da¢ gatunkom przewage w pewnych srodowiskach nad osobnikami wywodzacymi
si¢ z innych linii filogenetycznych. Osobniki tasicy nalezace do linii, ktora przetrwata

w Karpatach wykazuja selektywna przewagg, rozpoznana jako adaptacja do wystgpowania
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w regionach o zimniejszym klimacie, w poréwnaniu do osobnikow wywodzacych si¢

z innych refugiow glacjalnych (McDevitt i wsp. 2012). Z drugiej strony, wyst¢gpowanie
linii Karpackiej nornicy rudej (Myodes glareolus) jest zawe¢zone do obszarow cieplejszych,
w porownaniu do linii Wschodniej, ktorej zasieg obejmuje obszary znacznie zimniejsze
(Wojcik 1 wsp. 2010).

Analiza sktadu fauny i flory oraz zasadniczych tras postglacjalnej kolonizacji
Skandynawii (Hewitt 2004, 2011a, b) pozwala przypuszczaé, ze tosie nalezace do gatezi
Fennoscandia okres LGM mogly przetrwa¢ w refugium Batkanskim, co jednocze$nie
sugerowatoby, ze rejon karpacki mogl petni¢ role refugium glacjalnego dla tosi z galezi
Biebrza i Polesie. Jednak bez wykonania analiz genetycznych skamieniato$ci tosi
znalezionych w poszczeg6lnych regionach refugialnych, zagadnienie to pozostaje na dzien
dzisiejszy nierozwiazane. Jest to zasadniczy problem pojawiajacy si¢ w badaniach

filogenetycznych u wielu gatunkow, ktorych populacje zrédtowe wyginety.

Jednomodalny rozktad niedopasowan nukleotydowych, jaki otrzymatam dla gatgzi
Biebrza (Rycina 15), bazujac na analizach odcinka mtDNA-cr o dtugosci 607 par zasad
1351 par zasad, jest oczekiwany dla tych populacji, ktore przeszty przez etap niedawne;j
ekspansji lub doswiadczyty bottleneck (Slatkin i Hudson 1991; Rogers i Harpending 1992;
Prado i wsp. 2012). Ekspansja demograficzna gatgzi Biebrza (mtDNA-cr o dtugosci 607
pz) miata miejsce najprawdopodobniej 4 413 — 8 826 lat temu (95% C.1.: 491 — 10 296),
czy tez, jak wskazuja analizy odcinka mtDNA-cr o dtugosci 351 par zasad, blisko 7 631 —
15 262 lat temu (95% C.1.: 1 032— 17 806). Procesowi temu sprzyjat z cata pewnos$cia
rozwoj preferowanej przez tosie bogatej bazy zerowej, w tym zakrzewien tozowych
I wierzbowo-brzozowych, ktore opanowaty bagienne obnizenia i doliny rzek po cofnigciu
si¢ pokryw lodowych. Wydaje si¢ wysoce prawdopodobne, ze czas ekspansji
demograficznej przypadl przede wszystkim w najbardziej dla tosia korzystnym okresie
klimatycznym, jakim byt okres borealny holocenu, trwajacy okoto 9 000 — 8 000 lat temu,
a ktory zwigzany byt z rozwojem borow sosnowych oraz lasow liSciastych na zyznych
siedliskach (Raczynski 2006). Wyraznym sygnatem ekspansji demograficznej grupy
Biebrza (mtDNA-cr 607 pz) jest rozna od zera warto$¢ parametru Tau (tj. czasu
dywergencji w jednostkach mutacyjnych; z = 3,0; Tabela 30) oraz ujemna i istotna wartos$¢
testu D Tajima (1989; -1,975; P < 0,001). Z kolei, ekspansja przestrzenna gat¢zi Biebrza,

w porownaniu do ekspansji demograficznej, miata miejsce niedawno. Ekspansja
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przestrzenna, jak wynika z analizy odcinka mtDNA-cr o dtugosci 607 par zasad wystapita
blisko 160 — 320 lat temu (95% C.1.: 91 — 4 601), czy tez, jak sugeruje analiza odcinka
MtDNA-cr o dtugosci 351 par zasad, okoto 232 — 463 lat temu (95% C.1.: 160,26 —

4 217,54).

Przedstawione wyliczenia dotyczace czasu ekspansji demograficznej tosi z grupy
Biebrza naktadaja si¢ w czasie z ekspansja demograficznag linii Centralnej sarny
europejskiej w Polsce, majaca miejsce 7 600 — 15 100 lat temu (Matosiuk i wsp.

W recenzji) oraz ekspansja jelenia szlachetnego w Szkocji, ktora zaszta 8 200 lub 16 400
lat temu (2 900 — 32 700; Pérez-Espona i wsp. 2009). Ekspansja zasiggu sarny europejskiej
i jelenia szlachetnego w Europie Centralnej rozpoczgta si¢ 14 700 — 11 600 lat temu
(Sommer i Zachos 2009), przy czym kolonizacja wigkszo$ci obszaréw Europy Centralne;j,
obejmujaca niziny poinocne, zostata zainicjowana we wcezesnym holocenie, blisko 11 000
lat temu, kiedy panujace temperatury osiagnety obecnie notowane wartosci. Czasy
ekspansji przedstawione dla trzech gatunkow jeleniowatych pozostaja w petnej zgodzie

z zatozeniami aspektu III ,,zgodnos$ci genealogicznej”, dotyczacego wspotwystepujacych

ze soba gatunkow.

Zmiennos¢ genetyczna sekwencji mtDNA-cr u losi w Polsce

Informacije uzyskane z analizy sekwencji tRNAP® i regionu kontrolnego mtDNA
u 588 osobnikow tosi w Polsce pozostaja w znacznym kontrascie z ogdlnie przyjgtym
zatozeniem wystgpowania bardzo niskiego poziomu zmienno$ci mtDNA u tosia. W probie
tosi z Polski zidentyfikowalam az siedem nowych w skali Europy wariantow genetycznych
mtDNA, podkreslajac rolg Polski, jako bardzo waznego obszaru zmiennosci tego gatunku.
Wykres rozktadu liczby niedopasowan nukleotydowych par poréwnywanych
sekwencji mtDNA-cr (607 pz) dla proby z Polski przyjmuje ksztatt multimodalny, czy tez
nierowny, ,,poszarpany” (ang. ragged; Rycina 13). Otrzymany obraz jest efektem
wystgpowania w Polsce tosi wywodzacych sig z kilku linii ewolucyjnych, a jak sugerujg na
podstawie analiz filogenetycznych, szczyt ostatniego zlodowacenia tosie przetrwaty
w roznych refugiach glacjalnych, w konsekwencji wigc polodowcowa rekolonizacja
obszaru Polski odbywata si¢ z roznych kierunkéw. Obecnos¢ réznych linii

filogenetycznych na danym obszarze, wywodzacych si¢ z r6znych refugiow, jest gtownym

115



czynnikiem odpowiedzialnym za wzrost poziomu zmienno$ci genetycznej gatunkow
(Provan i Bennett 2008). Migdzy wystgpujacymi w Polsce liniami ewolucyjnymi tosi,
wyrdzniajacymi si¢ obecnoscia haplotypow reprezentujacych rézne linie mtDNA,
wytworzyla si¢ wtorna strefa kontaktu. Zlokalizowana jest ona w Polsce pétnocno-
wschodniej i przebiega migdzy autochtonicznymi populacjami tosi charakteryzujacymi sig
posiadaniem haplotypoéw nalezacych do gatezi Biebrza (haplotypy H1, H10 i H13), Polesie
(haplotypy H20 i H22) i cze¢$ciowo Fennoscandia (haplotypy H17 i H22), a populacjami

w ktorych przewazaja warianty genetyczne nalezace do kladu Ural (haplotypy H2, H3

I H4).

Takie wtorne strefy kontaktu w Polsce zostaty juz weze$niej rozpoznane dla wielu
gatunkow ssakow, miedzy innymi dla zebietka (Crocidura; Pucek i Raczynski 1983),
ryjowki aksamitnej (Wojcik 1993), nornicy rudej (Wojcik i wsp. 2010), czy tez tasicy
(Lebarbenchon i wsp. 2010; McDevitt i wsp. 2012). Dowodzi to, zgodnie z sugestiami
McDevitta i wsp. (2012), ze Polska stanowi swoista ‘suture zone’, charakteryzujaca si¢
obecnoscia wielu wtérnych stref kontaktu wyrdznionych dla gatunkow, ras 1 linii
filogenetycznych.

Populacje tosi w Polsce mozna podzieli¢ na dwa gtéwne klastery (Rycina 2).
Pierwszy z nich, tzw. ,,p6tnocny”, tworza populacje wystepujace w Polsce potnocno-
wschodniej, gdzie dominujacym wariantem mtDNA-cr jest ,,biebrzanski” H1 lub ,,finski”
H2. Drugi klaster, ,,potudniowo-centralny”, grupuje populacje, w ktdrych przewaza inny
,finski” wariant genetyczny — H3 oraz haplotyp ,,kampinoski H11. Co ciekawe, tosie
w Szwecji (Charlier i wsp. 2008), Norwegii (Haanes i wsp. 2011), jak i Finlandii (Kangas
1 wsp. 2013) wykazuja podobny, wyrazny podzial na dwa klastery: potnocny i potudniowy,
migdzy ktorymi wystgpuje strefa hybrydyzacji. Kangas 1 wsp. (2013) sugeruja, ze wzor
struktury genetycznej obserwowany w Finlandii ma pochodzenie historyczne. Wskutek
intensywnego ktusownictwa w XVIII 1 XIX wieku tosie w Finlandii przetrwaty w dwoch
izolowanych, niewielkich populacjach, z ktorych jedna wystepowala w cze$ci potnocno-
wschodniej, a druga w czgsci poludniowo-wschodniej kraju (Nygrén 2009), dajac poczatek

wspotczesnym populacjom tosi.
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Reliktowy charakter populacji losi w dolinie Biebrzy

Populacje reliktowe uznawane za wyznacznik potencjatu ewolucyjnego gatunku,
najczesciej wskutek izolacji 1 matej efektywnej wielko$ci populacji, charakteryzuja sig
zredukowanym poziomem zmienno$ci (Hofreiter i wsp. 2004). Identyfikacja populacji
reliktowych wymaga przeprowadzenia badan uwzgledniajacych zastosowanie roznych
markerow genetycznych, podlegajacych réznym regutom dziedziczenia (Hofreiter i wsp.
2004). W celu wykrycia reliktowego charakteru populacji biebrzanskiej tosi w dolinie
Biebrzy, okreslitam zmiennos$¢ sekwencji mitochondrialnego DNA (dziedziczony w linii
matczynej) i zlokalizowanych na chromosomie Y (dziedziczony w linii ojcowskiej), genu
MHC Il DRB oraz loci mikrosatelitarnego DNA (dziedziczone po obojgu rodzicach) u 588
tosi z Polski, w tym 155 z doliny Biebrzy, 15 osobnikow z Litwy i 9 z Niemiec.

Sekwencje mtDNA — reliktowy charakter populacji biebrzanskiej

Analiza prob czasowych pochodzacych z lat 1987 — 1994 i 2007 — 2011 umozliwita
mi zidentyfikowanie w populacji tosi w dolinie Biebrzy unikalnego haplotypu H1, ktorego
obecnos¢ jest najprawdopodobniej wynikiem redukcji liczebno$ci populacji biebrzanskiej
1jej dlugotrwatej izolacji przestrzennej od ciaglego zasiggu gatunku. Haplotyp H1
nalezacy do galezi Biebrza w obrgbie kladu Centralna Europa, wydaje si¢ by¢ jednym
z bardziej zroznicowanych w stosunku do swoich europejskich odpowiednikow, co
ilustruja drzewa 1 sie¢ filogenetyczna (Ryciny 3 — 7). Jest on $ladem pozostawionym przez
autochtoniczna populacjg tosi, ktora zasiedlita obszar doliny Biebrzy po szczycie
ostatniego zlodowacenia.

Zaledwie co piaty to§ w dolinie Biebrzy posiada rodowod wschodni, ktéry ujawnia
si¢ posiadaniem jednego z trzech wariantow ,,finskich”: H2, H3 lub H4. Co ciekawe,
frekwencja haplotypu H1 w dolinie Biebrzy ro$nie z potnocy na potudnie doliny,
zdecydowanie dominujac w subpopulacji wystgpujacej w basenie dolnym. Caltkowicie
odwrotna zalezno$¢ dotyczy z kolei ,,finskich” wariantow genetycznych H2 i H4, ktore
wystepuja u 70% tosi z basenu gornego i zaledwie u 2% tosi z basenu dolnego. Osobniki
posiadajace haplotypy nalezace dla kladu Ural sa wigc najprawdopodobniej migrantami

z Puszczy Augustowskiej, znajdujacej si¢ w bezposrednim sasiedztwie basenu gornego
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doliny Biebrzy, a w ktorej 94% tosi wyrdznia si¢ obecnoscia wariantow ,,finskich”.
Frekwencja poszczegdlnych haplotypow mtDNA-cr w basenach doliny Biebrzy przektada
si¢ na ograniczony przeptyw gendéw w linii zenskiej pomigdzy basenami dolnym i1 gornym
(@st=0,59; P <0,05) oraz srodkowym i gornym (@st = 0,23; P < 0,05). Co réwnie
zaskakujace, $rednie zréznicowanie genetyczne wystepuje rowniez pomigdzy
subpopulacjami tosi bytujacymi w basenie dolnym i srodkowym.

Jedna z cech wtasciwych populacjom reliktowym jest zredukowany poziom
zmiennosci. Populacja tosi w dolinie Biebrzy wyrdznia si¢ obecnoscia zaledwie czterech
haplotypéw mtDNA-cr oraz bardzo niska wartos$cia réznorodnosci haplotypowe;j
1 nukleotydowej (Tabela 11). Podobny wzorzec obserwujemy w dwoch pozostatych
reliktowych populacjach tosi : w Szwecji (Hundertmark i wsp. 2002a) i na Alasce
(Hundertmark i wsp. 2006). W populacji tosi w Szwecji stwierdzono wystepowanie tylko
jednego haplotypu mtDNA-cr: H6, podczas gdy w populacji na Alasce zidentyfikowano
dwa haplotypy, rozniace si¢ zaledwie jedna substytucja. Niskie wartosci réznorodnosci
haplotypowej i nukleotydowej sugeruja, ze populacje przeszty niedawny bottleneck, co
potwierdzaja dane historyczne (Hundertmark i wsp. 2002a, 2006). Szczyt kulminacyjny
procesu redukcji liczebno$ci tosi zostat osiagniety w XVIII 1 XIX wieku, kiedy tosie
zostaly praktycznie wytgpione w Norwegii, Finlandii, Europie Centralnej, a izolowane,
niewielkie grupy pozostaty jedynie w potudniowo-zachodniej i pétnocno-wschodniej
czesci Potwyspu Skandynawskiego oraz w kilku miejscach w Europie Centralnej, w tym
w lasach wokot Rajgrodu (Brincken 1826; Markgren 1974; Danell 1 Bergstrom 2008;
Nygrén 1 wsp. 2008). Okres Il wojny §wiatowej przetrwalo zaledwie kilkanascie
osobnikoéw w dolinie Biebrzy, na terenie rezerwatu Czerwone Bagno, ktorych sladem jest
obecnos¢ haplotypu H1 w populacji biebrzanskie;.

Niezmiernie ciekawa wydaje si¢ rowniez obecnos¢ w polskich populacjach tosi
osobnikow posiadajacych haplotypy mtDNA-cr H10 1 H13, ktdre razem z haplotypem H1
tworza w obrgbie kladu Centralna Europa gataz Biebrza. Mimo Ze oba te haplotypy nie
zostaly znalezione w populacji biebrzanskiej, najprawdopodobniej naleza do duzej
autochtonicznej grupy, ktora zyta w Polsce w koncu XIX wieku przed wystapieniem
bardzo surowego bottleneck (Brincken 1826). Oba haplotypy osiagaja obecnie bardzo
niskie frekwencje. Wspoiczesnie wariant mtDNA-cr H10 znalaztam u pojedynczych

osobnikow w populacjach MRG, SRO, LCH, ale liczniej reprezentowany jest on
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w populacji KWD, gdzie posiada go praktycznie co piaty osobnik (Rycina 2).
Nieoczekiwanie haplotyp ten stwierdzitam takze w populacji Konarzewo, potozonej 40 km
na zachod od Kotobrzegu, gdzie okazat si¢ on by¢ jedynym haplotypem w tej populacji.
Populacja KON reprezentuje najbardziej na zachod wysunigta populacje tosi
w Polsce, charakteryzujac si¢ przy tym silnie zredukowanym poziomem zmiennosci
w mtDNA. Najprawdopodobniej haplotyp H10, ktory jest u tosi bardzo rzadkim wariantem
genetycznym, dotart do populacji KON w efekcie tak zwanego ‘surfingu’ genetycznego,
ktory jest spowodowany przez dryf genetyczny polaczony z powtarzajacymi si¢ efektami
zatozyciela w populacjach zlokalizowanych na obrzezu ekspansji (Waters i wsp. 2013).
Haplotyp H10 ,,surfowal” na fali frontu rozszerzajacej si¢ populacji, wskutek czego stat si¢
dominujacym w lokalnym terenie. Z kolei haplotyp H13 liczniej, bo w zasadzie u co
trzeciego osobnika, wystgpuje w populacji GWL, a dodatkowo zidentyfikowatam go
u jednego osobnika w populacji LDZ. Jego powiazanie z haplotypem H1 sugeruje, ze mogt
on przyby¢ do Kompleksu Gostyninsko-Wtoctawskiego z Polski potnocno-wschodniej.
Z drugiej strony, wysoka frekwencja haplotypu H13 w populacji GWL 1 jednoczes$nie
silnie ograniczone wystgpowanie tego haplotypu moze wskazywac, ze reprezentuje on
autochtoniczna populacje, ktora osiedlita si¢ i przetrwata w regionie Gostyninsko-
Wioctawskim, co bytoby nowym, do tej pory nieudokumentowanym potwierdzeniem
przetrwania tosi w Polsce po |l wojnie $wiatowej na innym obszarze niz dolina Biebrzy.
Galaz Polesie reprezentuja haplotypy H12 i H20, ktore wykrytam w populacjach
NPN, SRO i PPN. Analizy sekwencji cytochromu b wykazaty, ze wszystkie osobniki
o haplotypach H12 1 H20 posiadaja jeden wspdlny wariant z osobnikami nalezacymi do
gatezi Biebrza. Haplotypy H12 i H20 sa niezmiernie rzadko wystgpujacymi wariantami
genetycznymi. Warto nadmieni¢, ze haplotyp H12 wystapit u 4% osobnikow w populacji
NPN, podczas gdy H20 u 2% tosi w populacji PPN. Wydaje sig, ze osobniki posiadajace te
warianty genetyczne sa potomkami tosi, ktore mogty okres wojenny przetrwac na Polesiu.
O tym, ze na Polesiu na poczatku XX wieku wystepowaty tosie, §wiadcza informacje,
wedlug ktorych restytucjg tosia do Puszczy Biatowieskiej w 1937 roku przeprowadzono
poprzez translokacje kilku osobnikoéw z Polesia (Samojlik 2005). Sposrod nich, okres Il
wojny swiatowej przetrwaty zaledwie trzy sztuki, ale co ciekawe, sugeruje sig, ze tosie
zasiedlity obszar Puszczy Biatowieskiej przychodzac z bagien Polesia, najpierw do czgsci

biatoruskiej Puszczy, a od 1967 stale zamieszkujac rowniez cze$¢ polska (Samojlik 2005).
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Galaz Fennoscandia reprezentuja w Polsce cztery haplotypy: H6, H11, H17 i H22.
Haplotyp H6, wcze$niej opisany dla reliktowej populacji tosia w Szwecji (Hundertmark
i wsp. 2002a) znalaztam w Polsce tylko u jednego osobnika, pochodzacego z populacji
KPN. Zastanawiajaca jest bez watpienia obecno$¢ tosia o haplotypie H6 w populacji
kampinoskiej. Wprawdzie w 1955 roku do populacji ,,kampinoskiej” dotaczyt byk
o szwedzkim rodowodzie z hodowli likwidowanej w Biatowiezy (Dzigciotowski
i Pielowski 1993), nie mogt on jednak przekaza¢ go potomstwu, poniewaz mtDNA
dziedziczony jest wytacznie w linii matczynej. Jesli uwzglednimy jednak fakt, ze haplotyp
H6 grupuje si¢ na drzewie filogenetycznym z haplotypem H11, to jest prawdopodobne, ze
jedna z reintrodukowanych w 1951 roku z Biatorusi klgp mogta posiada¢ wariant
genetyczny H6, ktory wskutek dryfu genetycznego zostat niemal catkowicie
wyeliminowany.

Bardzo nielicznie reprezentowane sa w Polsce dwa kolejne haplotypy nalezace do
gatezi Fennoscandia: H17 i H22, znalezione u osobnikow w populacjach SRO, KWD
1 LCH, ktore najprawdopodobniej stanowia pozostato$¢ po kilkunastu tosiach, ktore
przetrwaly w XIX wieku na terenie bytych Prus Wschodnich (obecny Obwaod
Kaliningradzki), a ich potomkowie w 1939 roku dali poczatek grupie tosi ztozonej
z blisko 1300 sztuk (Steinbach 2009). Po zakonczeniu Il wojny Swiatowej i utracie przez
Niemcy prowincji wschodnich, osie zostaty tu drastycznie zredukowane, aczkolwiek
pewne osobniki najprawdopodobniej skolonizowaty Polskg przez przejscie granicy polsko-
rosyjskiej, o czym $wiadczy fakt, ze w tym okresie kilka tosi zaobserwowano w okolicach

Gotdapi (Lenkowa 1 Panfil 1973).

Ponad potowa zidentyfikowanych u tosi w Polsce haplotypéw mtDNA-cr (H6,
H10, H12, H13, H17, H20 i H22) jest i jak pokazaly analizy materialu muzealnego
pochodzacego z lat 1987 — 1994 byla reprezentowana przez bardzo niewielka liczbe
osobnikow. Fakt ten powoduje, Ze ciaglos$¢ galezi filogenetycznych w obrgbie kladu
Centralna Europa jest zagrozona i niepewna. Doskonalym przyktadem tej sytuacji jest
haplotyp H18 nalezacy do galgzi Biebrza, ktory zostal wyeliminowany w przeciagu

ostatnich kilkudziesieciu lat.
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Sekwencje markerow zlokalizowanych na chromosomie Y — reliktowy charakter

populacji biebrzanskiej

Analiza gendw zlokalizowanych na chromosomie Y pozwolita mi stwierdzi¢, ze
poziom zmiennosci nukleotydowej u tosia jest bardzo niski, co pozostaje w zgodzie
z ogodlnie obserwowanym u ssakéw silnie zredukowanym polimorfizmem markeréw
zwiazanych z chromosomem Y. Fakt, ze istnieje szereg problemdw z zastosowaniem
1 identyfikacja markeréw chromosomu Y, oraz ze u wielu gatunkéw sa one
monomorficzne powoduje, ze analizy tych genéw, chociaz bardzo cenne w biologii
1 ekologii molekularnej, nie ciesza si¢ szczeg6lna popularnoscia. Cheiatabym podkreslié,
ze sa to pierwsze 1 jedyne, jak do tej pory badania, dzigki ktorym oszacowany zostat
poziom zmiennosci genetycznej u samcow tosi.

Analiza siedmiu genow zlokalizowanych na chromosomie Y pozwolita wykry¢
polimorfizm tylko w jednym z nich — DBY 14, pozostale geny okazaty si¢ monomorficzne.
Fakt, Ze u fosi w Polsce znalaztam cztery haplotypy genu DBY14 wydaje si¢ by¢
nieoczekiwany, szczeg6lnie, gdy odniesiemy to do braku zmienno$ci w genach
zlokalizowanych na chromosomie Y u innych ssakéw kopytnych. U samcow tosi z obszaru
doliny Biebrzy, pozyskanych podczas okresu polowan w latach 1987 — 1994, jak réwniez
wystepujacych tu wspotczednie, znalaztam dwa warianty genetyczne odcinka DBY14.
Obok haplotypu H1-DBY14, ktory jest najczgsciej u tosi stwierdzanym wariantem DBY14,
zardwno w Polsce, jak 1 w probach spoza Polski, zidentyfikowatam rowniez haplotyp H2-
DBY14, ktory z podobna frekwencja wystapit zarowno w populacji z lat 1987 — 1994, jak
1 w populacji wspotczesnej. Warto podkresli¢, ze haplotyp ten, z wyjatkiem populacji
reintrodukowanej w Kampinoskim Parku Narodowym, w innych wspoétczesnych
populacjach tosi z Polski, z Litwy, u pojedynczych samcow z Biatorusi, Finlandii, Szwecji
i Syberii nie zostat odnaleziony. Haplotyp H2-DBY14 jest najprawdopodobniej §ladem,
jaki pozostawity po sobie samce wywodzace si¢ z populacji autochtonicznej, ktora
dokonata ekspansji postglacjalnej doliny Biebrzy po ustapieniu ostatniego zlodowacenia.
Obecnos$¢ haplotypu H2-DBY 14 potwierdza genetyczna unikalno$¢ populacji tosi w dolinie
Biebrzy, odkryta wczesniej w oparciu o analizy mtDNA. Z kolei, haplotyp H3-DBY14,
ktory znalaztam we wspolczesnych populacjach PKN 1 KPN, moze wywodzi¢ sig od

imigrantow z krajow bylego Zwiazku Radzieckiego, ktorzy po Il wojnie swiatowej
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skolonizowali Polske¢ przez wschodnig granicg naszego kraju. Natomiast wariant
genetyczny H4-DBY14 stwierdzony w populacji KPN wydaje si¢ by¢ pozostatoscia po
udanej reintrodukcji przynajmniej jednego z dwoch samcoéw w 1951 roku z Biatorusi. Fakt,
ze w populacji KPN wystapily az cztery haplotypy DBY14 potwierdza, ze obok
reintrodukcji, w powstawaniu tej populacji wazna rolg odegrata imigracja samcow zza
wschodniej granicy Polski, jak rowniez, w mniejszym stopniu, wktad swdj wniosty samce
z doliny Biebrzy. W calym europejskim obszarze wystgpowania tosia zdecydowanie
dominuje haplotyp H1-DBY14 i poza Polska jest to jedyny haplotyp znaleziony u samcow
z Litwy, Biatorusi, Finlandii, Syberii i Szwecji. W tym kontek$cie badania polimorfizmu
markerow znajdujacych si¢ na chromosomie Y u tosi w Polsce przedstawiaja si¢
szczegolnie interesujaco.

Zidentyfikowany u tosi polimorfizm sekwencji genéw chromosomu Y z czterema
haplotypami DBY14 jest o tyle nicoczekiwany, ze rozmieszczenie poszczegolnych
wariantow genetycznych nie jest przypadkowe, lecz w logiczny sposéb nawiazuje do roli
czynnikow odpowiedzialnych za uksztattowanie struktury genetycznej populacji tosi
w Polsce, mianowicie do obecnos$ci autochtonicznej populacji w dolinie Biebrzy, migracji
tosi ze wschodu do Polski oraz reintrodukcji osobnikéw z Biatorusi do Puszczy
Kampinoskiej.

Ograniczony poziom polimorfizmu markerow znajdujacych si¢ na chromosomie
Y jest typowy w populacjach ssakow dziko zyjacych, migdzy innymi u wilka (Canis lapus)
i nornika burego (Hellborg i Ellegren 2004; Hellborg i wsp. 2005), jak rowniez u gatunkow
udomowionych, takich jak kon (Equus caballus; Lindgren i wsp. 2005). Badania poziomu
zmienno$ci nukleotydowej u osobnikéw jelenia szlachetnego reprezentujacych pigc
podgatunkow, pochodzacych z catego eurazjatyckiego zasiegu gatunku wykazaty, ze pod
wzgledem analizowanych sekwencji wszystkie samce posiadaja jeden wariant genetyczny
(Barbosa i1 Carranza 2010). Autorzy (2010) uznali to za nieoczekiwany wynik, zaktadajac
wczesniej, ze dyspersja geograficzna 1 bardzo liczne translokacje, bedace cecha
charakterystyczna samcow tego gatunku, skutkowa¢ beda wzrostem polimorfizmu genow
znajdujacych si¢ na chromosomie Y w obrgbie poszczegolnych populacji.

O silnie ograniczonym poziomie polimorfizmu sekwencji chromosomu Y wsrod
ssakow, ze szczegdlnym uwzglednieniem gatunkow jeleniowatych, swiadczy fakt, ze

haplotypy DBY14 stwierdzone u tosia, na sieci powiazan filogenetycznych grupuja si¢
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wyraznie w jeden klad razem z haplotypem wspolnym dla sarny europejskiej i syberyjskiej
(Swistocka, dane niepubl.), od ktdrego roznia si¢ zaledwie 3 — 5 miejscami
polimorficznymi (Rycina 8). Co ciekawe, analizy sekwencji gendw zlokalizowanych na
chromosomie Y u sarny europejskiej i syberyjskiej pozwolity w grupie pigciu badanych
intronéw zidentyfikowaé tylko dwa (DBY4 i DBY8), w ktorych oba gatunki sarny
posiadaty inne warianty genetyczne (Swistocka, dane niepubl.).

Zredukowany poziom zmiennosci markeréw zlokalizowanych na chromosomie Y
determinowany jest przez szereg czynnikoéw, do ktorych zalicza si¢ dobor naturalny, tempo
mutacji, dynamiczna ewolucje chromosomu Y, ktéry z wyjatkiem regionu
pseudoautosomalnego (PAR) jest jednostka nierekombinujaca i majaca swoje homologie
w sekwencjach na chromosomie X, system kojarzen, wzor migracji, czy tez efektywna
wielko$¢ populacji (Hellborg i Ellegren 2003, 2004). Wydaje sig, ze w przypadku losia,
jelenia, jak i generalnie u wigkszos$ci ssakow, zredukowany polimorfizm w obrgbie
sekwencji genéw chromosomu Y jest atrybutem wlasciwego dla tych gatunkéw systemu
kojarzenia, w ktorym byki sa plcia poligamiczna (Greenwood 1980), w efekcie czego,
mniejsza liczba samcoéw wnosi swoj wktad genetyczny do kolejnych pokolen,
doprowadzajac do redukcji efektywnej wielkosci populacji w linii ojcowskiej (Caballero
1995).

Sekwencje genu MHC 11 DRB - reliktowy charakter populacji biebrzanskiej

W niniejszej pracy scharakteryzowatam zmiennos¢ fragmentu genu DRB drugiego
egzonu MHC klasy II, ktory jest najbardziej zmiennym genem kompleksu MHC 11 u ludzi,
bydta domowego i innych przezuwaczy (Marsh i Bodmer 1990; Andersson i wsp. 1991)
oraz sprawdzitam, czy zréznicowanie genetyczne migdzy populacjami tosi w obrgbie genu
MHC Il DRB moze wynika¢ z dziatania doboru naturalnego. Przeprowadzone do tej pory
badania kompleksu MHC klasy 11 IT u fosi (Mikko 1 Andersson 1995; Ellegren 1 wsp.
1996; Udina i wsp. 2002; Wilson i wsp. 2003) wykazaty, ze zard6wno populacje tosi
wystepujace w Eurazji, jak 1 Ameryce Poinocnej charakteryzuja sig¢ niskim poziomem
polimorfizmu, przy jednoczesnie wyraznym zrdznicowaniu migdzy populacjami.

W probie 212 osobnikéw z Polski i Litwy zidentyfikowatam dziewigc¢ alleli MHC I
DRB, spos$rod ktorych siedem byto opisanych u tosi w calym zasiggu wystgpowania
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gatunku (Mikko i Andersson 1995; Udina i wsp. 2002; Wilson i wsp. 2003). Allele
DRB1*11 i DRB1*12 stwierdzone przeze mnie odpowiednio w populacjach z doliny
Biebrzy i na Litwie, okazaty si¢ nowymi dla tego gatunku. W badanej prébie nie znalaztam
allelu DRB1*6 zidentyfikowanego w reliktowej populacji tosia w Szwecji oraz loci
DRB1*7 i DRB1*10 opisanych dla tosi z Kanady i Dalekiego Wschodu (Mikko
I Andersson 1995; Mikko i wsp. 1999; Udina i wsp. 2002; Wilson i wsp. 2003).
Najczestszym allelem u tosi w Polsce okazat si¢ allel DRB1*1, ktory jest takze jednym
z najczestszych alleli, posiada go co 4 — 5 osobnik, u tosi w eurazjatyckim zasiggu
wystepowania tego gatunku (Mikko i Andersson 1995; Udina i wsp. 2002). Drugi co do
czgstosci w Polsce allel DRB1*9 jest z kolei allelem nielicznie wystgpujacym
w populacjach w Szwecji i na Dalekim Wschodzie, natomiast trzeci allel DRB1*3 jest
bardzo rzadkim allelem w eurazjatyckiej czgsci zasiggu, ale wystgpuje u 20% tosi
z Kanady (Wilson i wsp. 2003). Co ciekawe, stwierdzony przeze mnie w Polsce allel
DRB1*5, w Eurazji znaleziony tylko na Dalekim Wschodzie, jest dominujacym allelem
w Ameryce Péinocnej, gdzie posiada go ponad potowa osobnikéw (Mikko 1 Andersson
1995; Mikko i wsp. 1999; Wilson 1 wsp. 2003). Réznice we frekwencji alleli genu MHC 11
DRB migdzy populacjami tosi w Polsce nie wynikaja z dzialania doboru pozytywnego, ale
moga podlega¢ wptywowi doboru rownowazacego, ktéry faworyzuje heterozygoty
i utrzymuje roznorodnos¢ alleli (Rycina 17; P = 0,06). Niniejsza analiza przeprowadzona
z wykorzystaniem mniejszej liczby loci mikrosatelitarnych wykazata, ze sygnatl dzialania
doboru réwnowazacego jest istotny statystycznie (P = 0,004; rycina nie zostata
zamieszczona w dysertacji). Co wigcej, Mikko 1 Andersson (1995) stwierdzili przewagg
substytucji niesynonimicznych w porownaniu do synonimicznych oraz wykryli sygnat
dziatania doboru naturalnego w locus MHC |l DRB u tosi. Pozostaje to w zgodzie
z wynikami uzyskanymi dla innych jeleniowatych, u ktorych stwierdzono sygnat dziatania
doboru naturalnego (Fernandez-de-Mera i wsp. 2009).

W populacji biebrzanskiej zidentyfikowatam najwigksza liczbg alleli genu MHC 11
DRB (Tabela 10). Spos$rod osmiu alleli, dwa — DRB1*4 i DRB1*11 nigdzie w Polsce poza
doling Biebrzy nie zostaty wykryte. Allel DRB1*11 jest unikalny dla populacji
biebrzanskiej. W swietle dotychczasowych analiz genu MHC 1l DRB reliktowa populacja
w Szwecji posiada unikalny allel DRB1*6 (Mikko i Andersson 1995), natomiast populacja
reliktowa w dolinie Biebrzy allel DRB1*11. Ciekawy jest rowniez fakt, ze allel DRB1*4,
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ktéry w polskich populacjach tosi wystapit tylko w dolinie Biebrzy, do tej pory
zidentyfikowany byl w reliktowej populacji tosi w Szwecji oraz w rosyjskiej czesci zasiggu
tosia (Mikko i Andersson 1995; Udina i wsp. 2002). W reliktowej populacji biebrzanskiej
az cztery allele genu MHC |1 DRB: DRB1*2, DRB1*4, DRB1*5 i DRB1*11 utrzymywane
sa z bardzo niska frekwencja, podczas gdy w pozostatych populacjach tosi w Polsce sa to
allele DRB1*2, DRB1*5 i DRB1*8 (Tabela 10). Odrgbno$é i unikalnos¢ populacji
biebrzanskiej pod wzgledem sekwencji MHC |l DRB potwierdzita takze analiza PCA
(Rycina 12), pokazujac, ze populacja tosi w dolinie Biebrzy istotnie r6zni si¢ od
pozostatych populacji fosi w Polsce.

Ssaki parzystokopytne charakteryzuja si¢ generalnie znaczna zmiennos$cia loci
MHC, a najwyzsze poziomy polimorfizmu zostaty znalezione u kozicy (Rupicapra
rupicapra), owcy kanadyjskiej (Ovis canadensis), jelenia wirginijskiego (Odocoileus
virginianus) oraz jelenia szlachetnego (De i wsp. 2011). Niskie poziomy zmiennosci MHC
u niektérych gatunkoéw ssakow kopytnych moga by¢ w duzej mierze efektem
plejstocenskich zlodowacen (Mikko i wsp. 1999; Loehr 1 wsp. 2006), gdzie zubozenie puli
genowej nastapito w efekcie potaczonego dziatania inbredu i dryfu genetycznego
(Mainguy i wsp. 2007). Losie naleza do grupy gatunkow, ktore zamieszkujac regiony
umiarkowane i borealne, doswiadczyty redukcji wielkosci populacji oraz zwiazanej z tym
pozniejszej redukeji zmiennosci genetycznej podczas plejstocenskich cykli glacjalnych
1 interglacjalnych. Babik i wsp. (2009) dowodza réwniez, ze zredukowana zmienno$¢
moze by¢ cecha populacyjnego bottleneck, przez ktory przechodzity populacje podczas
postglacjalnej ekspansji wskutek efektu zatozyciela.

Wedtug Mikko i Andersson (1995), tosie w trakcie swojej historii ewolucyjne
utracily zdecydowana wigkszo$¢ zmiennos$ci w obrgbie MHC, co moglo by¢ spowodowane
faworyzowaniem jednego lub tez kilku haplotypéw MHC albo bardzo drastycznym
efektem waskiego gardta, ktory poprzedzat rozdzielenie si¢ poszczegolnych grup
filogenetycznych. Biorac pod uwagg fakt, ze europejskie 1 potnocnoamerykanskie tosie
dziela t¢ sama ograniczona zmienno$¢ MHC, Mikko i Andersson (1995) sugeruja, ze
zdolno$¢ populacji tosi do przezycia, przy jednoczesnie niskiej zmiennoscia MHC, musi
by¢ utrzymywana w rOwnowadze przez przynajmniej 100 000 lat, pozwalajac
roOwnoczesnie osobnikom na zajecie okotobiegunowych obszaréw pétkuli pdinocne;.

W tym czasie, migdzy innymi pod wptywem doboru pozytywnego, uksztaltowata si¢ po
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bottleneck obserwowana dzi§ zmienno$¢ MHC u tosi, charakteryzujaca si¢ wystgpowaniem
niewielkiej liczby alleli r6zniacych si¢ gtownie substytucjami niesynonimicznymi (Mikko
1 Andersson 1995), a wigc utrzymywanymi przez dobér. Autorzy (1995) dowodza rowniez,
ze mniejsza liczba alleli MHC 1l DRB u przezuwaczy, w poréwnaniu do ssakow
naczelnych wynika z faktu, Ze sa one ewolucyjnie mtodsze lub ze jest to efekt
rekombinacji, ktory moze odgrywac istotna rolg u tej grupy zwierzat. Schaschl 1 wsp.
(2006) donosza, ze rekombinacja jest kluczowym mechanizmem molekularnym
generujacym zmienno$¢ genetyczna w loci MHC u ssakéw kopytnych, utrzymywana
nastepnie przez dobdr rownowazacy oraz, ze w populacjach, ktére doswiadczyty
bottleneck, zmienno$¢ MHC jest przywracana znacznie szybciej przez mechanizm
rekombinacji.

Interesujaca w kontekscie populacji tosi wydaje si¢ rowniez zalezno$¢, zgodnie
z ktora zmienno$§¢ MHC wzrasta wraz ze wzrostem temperatury, w efekcie czego gatunki
zamieszkujace obszary znajdujace si¢ w wyzszych szeroko$ciach geograficznych moga
zachowywa¢ mniejsza zmienno$¢ w obrgbie gendow MHC (Weber 1 wsp. 2013). Van Den
Bussche 1 wsp. (1999, 2002) sugeruja, ze arktyczne gatunki ssakow kopytnych moga by¢
wystawione na mniejsza liczbg patogenoéw i pasozytow niz te, ktore zamieszkuja tereny
potozone blisko réwnika, w zwiazku z czym powinni§my si¢ spodziewaé mniejszej
zmiennosci MHC w populacjach kopytnych zasiedlajacych obszary poétnocne,
w pordéwnaniu do tych, wystepujacych w nizszych szerokosci geograficznych. Badania
migdzygatunkowe potwierdzaja hipotezg¢ Van Den Bussche 1 wsp. (1999, 2002), ze
szerokos$¢ geograficzna moze wpltywaé na poziom zmiennosci MHC DRB u dzikich
kopytnych przez prawdopodobna relacj¢ pomigdzy zmiennoscia MHC i zmienno$cia
patogenow (Mainguy i wsp. 2007). Niska zmienno$¢ w locus DRB zaréwno u tosia, jak
i renifera, prawdopodobnie ma rowniez zwiazek z ograniczona ekspozycja tych gatunkow
na parazyty wystgpujace w srodowisku borealnym (Mikko 1 Andersson 1995; Ellegren
I wsp. 1996; Mainguy i wsp. 2007). R6znorodnos¢ ludzkich chorob pasozytniczych
1 infekcyjnych spada wraz z odlegltoscia od rownika w kierunkéw biegundéw (Guernier
I wsp. 2004), natomiast polimorfizm MHC u ludzi (Prugnolle i wsp. 2005) i dzikich
gatunkow ryb (Wegner i wsp. 2003; Simkova i wsp. 2006) wzrasta wraz ze wzrostem

liczby gatunkow patogendw.
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Ograniczona zmienno$¢ MHC moze by¢ rowniez w pewnym stopniu wyjasniona
przez wptyw czynnikow, ktore zwiazane sq z organizacja socjalna gatunkow (Mainguy
1 wsp. 2007). Wsrod tych czynnikow wymieniany jest samotniczy tryb zycia (Ellegren
1 wsp. 1996), charakterystyczny dla behawioru tosia lub tez monogamiczny system
kojarzenia (Sommer i wsp. 2002), ograniczajace czgstos¢ wystgpowania
wewnatrzgatunkowych kontaktéw, w efekcie czego zredukowana mozliwos¢ transmisji
chorob infekcyjnych moze faworyzowac niskie poziomy polimorfizmu MHC.

Nalezy rowniez mie¢ na uwadze, ze zarzadzanie towieckie zwierzyna towna takze
znaczaco wptywa na ekologig i genetyke krggowcow, migdzy innymi poprzez spadek
zmiennosci genetycznej i moze prowadzi¢ do krotkoterminowej redukcji komponentow
kondycyjnych gatunkow (Altizer i wsp. 2003; Fernandez-de-Mera i wsp. 2009).

W populacji owcy kanadyjskiej, w odpowiedzi na selektywne towiectwo nastawione na
pozyskanie trofeéw, zauwazono znaczacy spadek $rednich wartosci cigzaru i rozmiarow
rogéw u samcow (Coltman i wsp. 2003). Analizy tosi w Kanadzie wykazaty, ze relatywnie
wyzsza zmienno$¢ w genie MHC Il DRB w populacjach z obszaréw chronionych,
mianowicie parkdw narodowych, byta migdzy innymi konsekwencja braku polowan na
tych obszarach (Wilson i wsp. 2003). Co ciekawe, roéwniez w trzech polskich populacjach
tosi wystepujacych w parkach narodowych stwierdzitam najwigksza liczbg loci MHC |1
DRB. Wilson i wsp. (2003) sugeruja, ze wigksze zaggszczenie tosi w parkach narodowych
jest z cata pewnoscia nietypowe w zdecydowanie samotniczej historii zyciowej tego
gatunku (Ellegren i wsp. 1996), w efekcie czego wzrastajaca liczba kontaktow i zwiazany
z tym wzrost liczby wymienianych patogenow spowodowata zwigkszenie presji dzialania

doboru naturalnego na populacje zamieszkujace obszary objete ochrona.

Mikrosatelitarny DNA — reliktowy charakter populacji biebrzanskiej

Analizy 11 loci mikrosatelitarnego DNA potwierdzity, ze zmienno$¢ genetyczna
u fosia w Polsce jest wysoka. Pozostaje to w petnej zgodzie z wysokim poziomem
zmiennosci w mikrosatelitarnym DNA zidentyfikowanym w populacjach tosi w Norwegii
(Haanes 1 wsp. 2011) 1 Finlandii (Kangas 1 wsp. 2013). Unikalne allele wykrytam az
w pigciu badanych populacjach, mianowicie w populacji BIE, NPN, KWD, KPN i PPN.

Srednia liczba alleli przypadajaca na locus (Na) w calej probie byta bardzo wysoka, przy
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czym biebrzanska populacja reliktowa, jak rowniez populacja KPN, ktéra powstata

w wyniku efektu zalozyciela z osobnikow reintrodukowanych z Biatorusi, charakteryzuja
si¢ obecnoscia najwyzszej w Polsce $redniej liczby alleli przypadajacych na locus (Tabela
22). Najmniejsza warto$¢ Na zidentyfikowatam w populacjach MSZ, MRG i KWD,

w ktorych dominujacym wariantem genetycznym jest mtDNA-cr H1, jak rowniez

w populacji SRO i LIT (Tabela 22).

Warto$¢ wspotczynnika wsobnosci (Fis) w calej probie byta mata i nieistotnie
roézna od zera, €O sugeruje losowy charakter kojarzen. Jedynie w przypadku populacji BIE,
PKN, KPN i PPN wartosci Fs istotnie roznity si¢ od zera (Tabela 22). Nie wydaje si¢
jednak, by w populacjach, w ktérych znalaztam najwigksza liczbe alleli (BIE i KPN)
zachodzity liczne kojarzenie krewniacze. Wynika to raczej z tak zwanego efektu Wahlunda
(1928), ktory jest czgstym powodem deficytu heterozygot w badaniach genetycznych
populacji (Nielsen i wsp. 2003). Niedobor heterozygot wynika tu z faktu, ze pobierajac
proby z dwoch izolowanych populacji rozniacych si¢ migdzy soba czestosciami alleli
i pozostajacych w rownowadze Hardy’ego-Weinberga, obie te populacje traktujemy jako
jedna catos¢ (Excoffier 2001). Sytuacja ta czgsto ma miejsce, gdy w badanej populacji
wystepuje znaczacy odsetek imigrantéw o odrgbnych genotypach. W przypadku tosi
bytujacych w dolinie Biebrzy, istotna warto$¢ Fs, ktéra oznacza niedobory heterozygot,
zostata zidentyfikowana jedynie w subpopulacji w gornym basenie, co moze oznaczac
naplyw osobnikéw z sasiadujacej populacji wystepujacej w Puszczy Augustowskiej.

Z kolei, subpopulacje zyjace w basenie srodkowym, jak i dolnym wykazuja cechy
populacji panmiktycznych, bez oznak inbredu. Wspoétczynnik pokrewienstwa (r), ktory
przyjal warto$¢ ujemna i bliska zera (-0,003) potwierdza, ze uwzglednione przeze mnie

w badaniach osobniki nie sa blisko ze soba spokrewnione i w konsekwencji nie sa wsobne.

Sposrdod osobnikdw spokrewnionych, najczesciej identyfikowani byli kuzyni,
ktorzy w badanej probie stanowili 4,95% (Tabela 23). Co ciekawe, najrzadziej stwierdzane
byty osobnik pozostajace ze soba w relacjach rodzic — potomek. W populacjach BIE, PKN,
KPN i PPN, ktore potencjalnie miatyby wykazywac cechy inbredu, wartosci
wspoélczynnika pokrewienstwa osiagaja wartosci ujemne i statystycznie roznia si¢ od zera.
W poszczegolnych populacjach tosi osobniki niespokrewnione reprezentowaty
zdecydowana grupe dominujaca, ktorej udziat wahat si¢ od 78,10% (pop. KWD) do
94,93% (pop. BIE). Warto jednak zauwazy¢, ze w populacji biebrzanskiej trend ten

128



odpowiada sytuacji obserwowanej jedynie w subpopulacjach wystgpujacych w basenie
srodkowym i dolnym, podczas gdy w subpopulacji w basenie gornym udziat osobnikow
niespokrewnionych byt najmniejszy (72%). Z kolei, w subpopulacji tej uwidocznit sig
najwigkszy wktad par spokrewnionych, ktore tacznie stanowity 28%. Niezwykle ciekawie
przedstawia si¢ na tle pozostatych populacji grupa tosi z KWD, w ktorej udziat wszystkich

par spokrewnionych wynidst az 21,9%.

Klasyfikacja rodzaju reliktu i identyfikacja jednostki zarzqdzania MU

Populacja biebrzanska jest populacja reliktowa reprezentowana przez potomkow
osobnikow, ktorym udato si¢ przetrwac niekorzystne okresy klimatyczne plejstocenu oraz
dziatalno$¢ czlowieka. Utworzona jest przez osobniki wyraznie wyrdzniajace si¢ od
pozostatych populacji gatunku posiadaniem unikalnych wariantow genetycznych
zidentyfikowanych w r6znych markerach molekularnych, podlegajacych swoistym
regutom dziedziczenia: mtDNA, gen DBY14 zlokalizowany na chromosomie Y, gen MHC
I1 DRB i loci mikrosatelitranego DNA. Ponadto, populacja ta w skali Europy
charakteryzuje si¢ mata liczebnoscia i silnie ograniczonym geograficznym zasiggiem
wystgpowania. Populacja biebrzanska potozona jest na skraju zasiggu i w efekcie pozostaje
wciaz w pewnym stopniu W izolacji geograficznej od reszty zasiggu gatunku.

Zgodnie z klasyfikacja reliktow przyjeta przez Lomolino i wsp. (2006) populacja
biebrzanska nalezy do reliktow biogeograficznych, nazywanych reliktami wtasciwymi,
reprezentujaCymi takson wystepujacy w danym regionie, znajdujacy si¢ w izolacji od
swojego gtownego centrum rozmieszczenia, a ktérego obecne wystgpowanie ttumaczy sig
pozostawieniem jego lub jego przodka w odmiennych warunkach naturalnych, niz
istniejace dzi$. Z drugiej strony, zgodnie z podejsciem Zimmermanna i wsp. (2010),
populacja biebrzanska moze naleze¢ do reliktow genetycznych, sklasyfikowanych jako
plejstocenskie populacje reliktowe, ktore stwierdzane sa zazwyczaj na potudniowym lub
wschodnim, a niekiedy, jak to ma miejsce w przypadku populacji C. c. italicus (Randi

i wsp. 1998, 2004; Vernesi i wsp. 2002), czy tez niedzwiedzia brunatnego (Taberlet i wsp.
1998; Zachos i wsp. 2008; Davison i wsp. 2011; Keis i wsp. 2013), takze zachodnim
krancu zasiggu gatunku w Europie i posiadaja wyjatkowe, wyraznie odrebne haplotypy lub

tez grupy haplotypéw. Waznym kryterium przy ich wyznaczaniu jest réwniez redukcja
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zasiggu wystgpowania. Relikty takie zazwyczaj charakteryzujq si¢ dluga historia
ewolucyjna w jednym szczegdlnym regionie i nie byty zdolne do rozszerzania swojego

postglacjalnego zasi¢gu.

Reliktowa populacja tosi w dolinie Biebrzy powinna zosta¢ wyrdzniona jako
specjalna jednostka zarzadzania (MU; Crandall i wsp. 2000). Dane ekologiczne
1 genetyczne potwierdzaja, ze zachowuje ona swoja odrgbnos¢ genetyczna i jest
demograficznie niezalezna od innych populacji. Populacje, ktore charakteryzuja si¢
autonomia demograficzna powinny by¢ traktowane jako osobne MU, podlegajace
specjalnym zasadom ochrony i zarzadzania (Avise 2008). Populacja reliktowa tosi
w dolinie Biebrzy jest bez watpienia waznym komponentem wewnatrzgatunkowe;j
réznorodno$ci genetycznej oraz istotnym wyznacznikiem potencjatu ewolucyjnego

gatunku, a ochrona takich grup jest jednym z gtownych celow Konwencji Bernenskie;.

Zrédla i kierunki powojennej ekspansji losi w Polsce

Ogolny obraz uwzgledniajacy wszystkie analizowane populacje tosi z Polski
potwierdza hipotez¢ Raczynskiego (2006), Ze imigracja osobnikow tego gatunku do Polski
z terytorium Bialorusi, Litwy, Obwodu Kaliningradzkiego oraz Ukrainy byta bardzo
waznym czynnikiem, poniewaz potencjat rodzimej populacji biebrzanskiej nie mogt
zapewni¢ takiego wzrostu pogtowia, jakie dokonywato si¢ w tym regionie. Obecnie az
449% tosi w Polsce, czyli praktycznie co drugi tos, posiada jeden z trzech wariantow
»finskich” nalezacych do kladu Ural: H2, H3 i H4, sposréd ktorych haplotyp H2 jest
najczestszy, osiagajac najwyzsze frekwencje w Polsce, na Litwie, w Niemczech oraz, jak
wynika z informacji ustnej przekazanej przez dr M. Niedziatkowska, rowniez na Biatorusi.
Trzy ,,uralskie” warianty genetyczne zostaly ponadto zidentyfikowane, jako jedyne
haplotypy u tosi w Finlandii (Hundertmark i wsp. 2002a). Haplotyp H2 wystapit u 27%
zanalizowanych tosi w Polsce, przy czym jesli w obliczeniach nie uwzglednimy populacji
biebrzanskiej, ktora z uwagi na fakt, ze stanowita glowny cel badan przedstawionych
W niniejszej rozprawie wyrdznia si¢ zdecydowang nadreprezentatywnoscia prob, to udziat
osobnikoéw posiadajacych wariant H2 wzrasta do 30%.

Obok wariantow ,,finskich”, jednym z najczgsciej wystgpujacych haplotypow u losi
w Polsce jest wariant H1, wywodzacy si¢ z populacji biebrzanskiej. Wystepuje on u 36%
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tosi zanalizowanych w Polsce, a co ciekawe, jesli nie uwzglgdnimy populacji
biebrzanskiej, okazuje sig, ze jego udzial na pozostatym obszarze Polski wynosi az 22%.
To podejscie pokazuje, iz w powojennej kolonizacji obszarow Polski potozonych poza
doling Biebrzy, populacja biebrzanska odegrata bardzo znaczaca rolg. Obecnie co 4 — 5 10§
w Polsce wywodzi si¢ z autochtonicznej populacji biebrzanskiej, ktéra po zakonczeniu II
wojny swiatowej liczyta zaledwie kilkanascie osobnikow (Lenkowa i Panfil 1973). Wydaje
si¢, ze tosie biebrzanskie wykazywaly silnie ograniczong dyspersj¢ na tereny znajdujace
si¢ na Wschod od Polski, poniewaz haplotyp H1 znalaztam tylko u jednego tosia z Litwy,

a jak wynika rowniez z informacji ustnej przekazanej przez dr M. Niedziatkowska, sposrod
42 osobnikow zanalizowanych na Biatorusi, wariant H1 zostal znaleziony réwniez tylko

w jednym przypadku. Losie z doliny Biebrzy kolonizowaty przede wszystkim obszary
potozone na zachdd od doliny Biebrzy, nie dotarty jednak do doliny Noteci, w ktorej 95%
osobnikow posiada warianty ,,finskie”, czy tez do Niemiec, gdzie u wszystkich tosi
stwierdzitam haplotyp ,,finski” H2 (Rycina 2).

Przedstawione dane pozwalaja stwierdzi¢, ze tosie z autochtonicznej populacji
biebrzanskiej 1 tosie z kladu Ural odegraty decydujaca rolg w procesie rekolonizacji Polski,
jaki rozpoczat si¢ po II wojnie $wiatowej. Potwierdzaja to jednoznacznie analizy, ktore
wykonalam na materiale pochodzacym od osobnikéw pozyskanych towiecko w latach
1987 — 1994. Co 2 — 3 to$ z tamtego okresu posiadat albo wariant mtDNA-cr H1 albo
jeden z trzech haplotypow ,,finskich”. Osobniki o ,,uralskich” haplotypach imigrowaty do
Polski ze wschodu, wykorzystujac Potnocny korytarz ekologiczny (Jedrzejewski i wsp.
2006), dziegki ktoremu dotarty do populacji PAU, PKN, MRG, SRO, MLN, a nawet do
doliny Noteci oraz korytarz Wschodni i Poludniowo-Centralny, w efekcie czego osiedlity
si¢ w populacjach na potudniu Polski, migdzy innymi w PPN, GRJ, OPC, SWR, STA,
DRT i JAR. Z kolei tosie z populacji biebrzanskiej, ktora od drugiej potowy XX wieku
rozwijala si¢ bardzo dynamicznie, mi¢dzy innymi dzigki wprowadzanym sukcesywnie od
1952 roku r6znym formom ochrony, zajmowaly tereny potozone przede wszystkim
w potudniowej czgsci obecnych wojewddztw warminsko-mazurskiego i pomorskiego,
wykorzystujac potudniowa czgs¢ korytarza ekologicznego Pétnocnego oraz korytarz
Potnocno-Centralny (Jedrzejewski 1 wsp. 2006). W efekcie tych procesow zatozone zostaty
wspotczesne populacje MSZ, KWD 1 LDZ, w ktorych z najwyzsza frekwencja liczebnosci
wystepuja osobniki posiadajace haplotyp H1. Jak widaé, nieliczne populacje, takie jak
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NPN, maja pochodzenie mieszane, gdzie udzial osobnikéw pochodzacych z obu tych
zrddet wydaje si¢ by¢ praktycznie wyrownany.

Analiza wystgpowania haplotypu ,,biebrzanskiego” H1 1 ,,finskich” wariantow
genetycznych w polskich populacjach tosi pozwala wnioskowac, ze zasadniczy kierunek
migracji tosi prowadzi ze wschodu na zachod. Silnym poparciem dla istnienia tego trendu
jest analiza migrantow pierwszego pokolenia w loci mikrosatelitarnego DNA, ktéra
potwierdzita, ze az 62,5% migrantdw przemieszczato si¢ ze wschodu na zachdd Polski.
Trend ten jest w petni zgodny z wzorem migracji obserwowanym wspotczesnie takze
u tosi w Skandynawii (Kangas i wsp. 2013).

Obok autochtonicznej populacji tosi w dolinie Biebrzy i osobnikéw o wariantach
»finskich” migrujacych do Polski ze wschodu, ktére odegraly zasadnicza role
w odtworzeniu krajowej populacji tego gatunku, nalezy jeszcze podkresli¢ znaczenie
reintrodukowanej populacji w Kampinoskim Parku Narodowym. Udzial osobnikéw
kampinoskich, wyr6zniajacych si¢ posiadaniem haplotypu mtDNA-cr H11 na poziomie
13% ogotu zanalizowanych tosi, nie wydaje si¢ by¢ maty, jesli dodatkowo uwzglednimy
fakt, ze populacja ta powstata w wyniku efektu zatozyciela z zaledwie trzech mtodych klegp
1 dwoch bykéw przywiezionych z Biatorusi w 1951 roku. Wariant genetyczny H11 stat sig
dominujacym haplotypem w populacji KPN, gdzie posiada go az 72%, co $wiadczy
o bardzo duzym sukcesie reprodukcyjnym przynajmniej jednej z trzech klgp
reintrodukowanych do Polski. Co ciekawe, haplotyp H11 w populacji na Bialorusi jest
niezmiernie rzadko stwierdzany, poniewaz, jak wynika z informacji ustnej przekazanej
przez dr M. Niedziatkowska, wsrdd 42 osobnikéw zostat znaleziony zaledwie u jednego.
Potozenie populacji kampinoskiej na lewym brzegu Wisty, w bliskim sasiedztwie
korytarzy migracji wykorzystywanych przez jeleniowate sprawito, ze populacji tej
przypisywano gléwna rolg w rekolonizacji Polski Zachodniej po Il wojnie §wiatowej
(Raczynski 2006). Jak pokazaty przeprowadzone analizy, wyrazny udzial osobnikow
z wariantem H11 stwierdzitam tylko w populacjach GWL 1 RDZ, bezposrednio
sasiadujacych z populacja kampinoska, a w ktorych odpowiednio co 5 i co 2 — 3 0sobnik
posiada wariant mtDNA-cr H11. Pojedyncze osobniki o tym haplotypie zostaty znalezione
jedynie w populacjach MRG, LDZ, CCH i MPN. Wydaje sig, ze usytuowanie kompleksu
Puszczy Kampinoskiej w Polsce Centralnej, blisko aglomeracji warszawskiej

1 intensywnie rozwinigtej infrastrukturze drogowej jest gtowna przyczyna, ktora moze
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ogranicza¢ migracjg tosi z Puszczy Kampinoskiej. Fakt, ze haplotyp H11 nie wystgpuje
w populacjach zlokalizowanych przy wschodniej granicy Polski i praktycznie nie ma go na
Biatorusi, jest silnym dowodem na pochodzenie tego haplotypu w Polsce wytacznie od

klepy/klgp reintrodukowanych w 1951 roku.

Zroznicowanie genetyczne mi¢dzy populacjami losi w Polsce

Zroznicowanie genetyczne — mtDNA-cr

W Polsce, ktéra stanowi najdalej na zachdd wysunigty naturalny kraniec
europejskiego zasiggu tosia, wystepuje bardzo wysoki poziom zréznicowania
genetycznego pomigdzy poszczegdlnymi populacjami tego gatunku w mtDNA, o czym
$wiadczy $rednia warto$¢ @st rowna 0,25 (P < 0,001). Bardzo wysoka, aczkolwiek
niespodziewana, warto$¢ @st (0,674) zostala juz wezesdniej stwierdzona migdzy
populacjami tosi z doliny Biebrzy i Puszczy Augustowskiej sugerujac, ze nawet jesli
populacje dzieli niewielki, rzedu kilkunastu kilometréw, dystans geograficzny, moga
pozostawaé one w znacznej izolacji (Swistocka i wsp. 2009, 2013b). Ten silnie
ograniczony przeplyw gendéw zidentyfikowalam przede wszystkim w Polsce pdinocno-
wschodniej. Reliktowa populacja biebrzanska wydaje si¢ pozostawaé w izolacji
praktycznie w stosunku do wszystkich analizowanych populacji, z wyjatkiem populacji
MSZ, KWD 1 LDZ, w ktérych udziat osobnikoéw o haplotypie mtDNA-cr H1, a wigc
o pochodzeniu ,,biebrzanskim”, jest dominujacy. Podobny schemat zostat rowniez
zaobserwowany na Alasce, gdzie reliktowa populacja fosia wyrdznia sig silnie
ograniczonym przeptywem genow w linii zenskiej do populacji sasiadujacych
(Hundertmark i wsp. 2006). Z kolei, populacje zlokalizowane wzdtuz wschodniej granicy
Polski (PAU, PKN, PPN) wymieniaja swobodnie geny mtDNA z populacja litewska
1 czgSciowo migdzy soba. Co ciekawe, mimo iz populacje z Polski Centralnej GWL 1 RDZ
sa do siebie podobne pod wzgledem mtDNA, to przeptyw genow migdzy nimi, a populacja
kampinoska jest albo istotnie ograniczony, albo praktycznie nie zachodzi.

Analizy grupowania populacji wskazuja na istnienie przestrzennego wzoru
rozktadu zréznicowania genetycznego pomigdzy badanymi populacjami tosi w mtDNA.

Najwigkszy poziom zrdznicowania genetycznego pomigdzy populacjami wystgpuje
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w Polsce potnocno-wschodniej. W poblizu reliktowej, autochtonicznej populacji
biebrzanskiej grupuja si¢ populacje ,,mazurskie” o wschodnim rodowodzie, natomiast
populacje z Polski Wschodniej wykazuja tacznos¢ z populacja litewska i zapewne roéwniez
ukrainska 1 biatoruska. Potwierdzona zostata rowniez odrebnos¢ populacji SRO, bedaca
najprawdopodobniej efektem udziatu w powstaniu tej populacji imigrantow ze Wschodu
I z byltych Prus Wschodnich oraz odmiennos$¢ populacji KPN, ktora jest skutkiem
wspomnianego wczesniej efektu zatozyciela. Przedstawiony obraz jest w pelni zgodny
z wzorem kolonizacji Polski przez tosie po II wojnie swiatowej (Gebczynska 1 Raczynski
2004). Co ciekawe, wyrazne w skali Polski zréznicowanie genetyczne zidentyfikowane
migdzy populacjami tosi w Polsce pétnocno-wschodniej zostato rowniez odnalezione
u innych gatunkéw ssakow, migdzy innymi u jelenia szlachetnego (Niedziatkowska i wsp.
2011) i rysia (Ratkiewicz i wsp. 2012). Wbrew oczekiwaniom, ze populacja jelenia
szlachetnego w Polsce potnocno-wschodniej jest panmiktyczna, przeptyw gendéw mtDNA
jest istotnie ograniczony pomig¢dzy pewnymi kompleksami lesnymi (Niedziatkowska i
wsp. 2011).

Wydaje sig, ze istnieje kilka mozliwych wyjasnien wystgpowania wysokiego
1 istotnego zr6znicowania mi¢dzy populacjami tosi w mtDNA. Po pierwsze, populacje te
doswiadczyly efektow waskiego gardta w czasach historycznych zarowno w Polsce
(Brincken 1826), jak i w dawnych Prusach Wschodnich (Steinbach 2009), co
doprowadzilo do istotnego zrd6znicowania we frekwencji haplotypow pomigdzy nimi. Po
drugie, przeptyw genéw pomigdzy populacjami tosi moze by¢ znacznie ograniczony
w zwiazku ze wzorcem dyspersji obserwowanym u tosi (Charlier i wsp. 2008). Badania
telemetryczne wskazuja bowiem, ze zar6wno samice jak i samce sa filopatryczne
(Cederlund i Sand 1994). Wysokie i istotne wartosci @st i Fst dla mitochondrialnego
DNA pomigdzy populacjami tosia, jak i wyliczenia parametréw migracji, M (Tabela 28)
zdaja si¢ potwierdza¢ wystgpowanie ograniczonej dyspersji klgp, przynajmniej dla
wigkszosci populacji. Po trzecie, Hallatschek 1 wsp. (2007) dokumentuja, ze ekspansja
przestrzenna dokonujaca si¢ w dwoch wymiarach, doprowadza do wzrostu zr6znicowania
genetycznego pomiedzy populacjami. Schemat kolonizacji Polski obejmujacy dyspersje
osobnikow zza wschodniej granicy kraju, zakonczona sukcesem reintrodukcje tosi do
Puszczy Kampinoskiej oraz obecno$¢ autochtonicznej populacji biebrzanskiej, jak rowniez

potomkow duzej populacji z Prus Wschodnich oraz z Polesia, moglt uwidoczni¢ sig
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w strukturze przestrzennej i zdecydowanym gradiencie frekwencji haplotypow mtDNA po
ekspansji zasiggu, majacej miejsce po Il wojnie swiatowej. Stanowi to istotne uzupetnienie
wiedzy o czynnikach ksztaltujacych strukture genetyczna populacji tosi, ktore niedawno,

bo w okresie ostatnich kilku powojennych dekad, skolonizowaly nowe obszary.

Zroznicowanie genetyczne — loci mikrosatelitarnego DNA

Niskie zréznicowanie genetyczne wiasciwe dla zdecydowanej wigkszosci populacji
tosi wskazuje, ze poziom przeplywu gendéw migdzy populacjami dla osobnikdw obu pici
jest tylko nieznacznie ograniczony, o czym $wiadcza dodatkowo wartosci Nm i M (Tabela
28). Co jednak ciekawe, mimo iz mi¢dzy populacja reliktowa tosi w dolinie Biebrzy,

a pozostatymi populacjami, zroznicowanie genetyczne (Fst) jest mate, to w zdecydowane;j
wigkszos$ci otrzymane warto$ci Fsr istotnie rdznig si¢ od zera. Analizy pozwolily
stwierdzi¢, ze populacja tosi w PPN jest bardzo zréznicowana w stosunku do populacji
litewskiej, mimo iz dane uzyskane z analiz mtDNA sugerowaty, Ze obie populacje,

w ktorych wyraznie dominuja ,,uralskie” haplotypy mtDNA-cr sa do siebie bardzo
podobne. Dowodzi to, ze imigranci, ktorzy dotarli na Polesie ze wschodu nie wywodza si¢
z populacji litewskiej, tylko z innej populacji wschodniej, najprawdopodobniej z Biatorusi
i/lub Ukrainy.

Dystans genetyczny migdzy populacjami tosi uzyskany dla loci mikrosatelitarnego
DNA, dziedziczonego po obojgu rodzicach, byt zdecydowanie mniejszy niz sugerowany
w oparciu o mitochondrialny DNA, dziedziczony wytacznie w linii matczynej. Podobny
obraz zostat zaobserwowany migdzy innymi dla populacji jelenia szlachetnego. Mimo iz
analizy mtDNA wyraznie sugerowaty, ze populacja jelenia szlachetnego w Polsce
poinocno-wschodniej nie jest panmiktyczna (Niedziatkowska 2008) i Ze przeptyw gendéw
jest istotnie ograniczony pomigdzy pewnymi kompleksami lesnymi, to analizy loci
mikrosatelitarnych wskazaty, iz migdzy populacjami z tej czgsci Polski oraz Bialorusi
Zachodniej wymiana gendw zachodzi na wysokim poziomie (Niedziatkowska i wsp.
2012). Podobna zalezno$¢ zostata zaobserwowana w populacjach jelenia szlachetnego
w Niemczech 1 Norwegii, gdzie wyrazng strukturg genetyczna populacji uzyskano
w oparciu o mtDNA, podczas gdy dane z loci mikrosatelitarnego DNA nie dostarczaty ku

temu podstaw (Skog i wsp. 2009).
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Podsumowanie

Obserwowany wspotczesnie wzdor zmiennosci genetycznej populacji tosi w Polsce
zostal uksztattowany zarowno przez procesy naturalne, jak i antropogeniczne. Zasadniczy
wptyw miata obecnos¢ réznych refugiow glacjalnych, w ktorych tosie przetrwaty szczyt
ostatniego zlodowacenia. Przodkowie tosi posiadajacych wspotczesnie haplotypy
,uralskie” przetrwaty w refugium/refugiach wschodnich, podczas gdy tosie z kladu
Centralna Europa przezyty najprawdopodobniej w minimum dwoéch lokalnych refugiach
glacjalnych, co potwierdza bimodalny obraz rozktadu niedopasowan nukleotydowych
(Rycina 14). By¢ moze tosie z galgzi Biebrza i Polesie przetrwaty w refugium Karpackim,
podczas gdy tosie z gatezi Fennoscandia przezyly w refugium Balkanskim. Losie z galgzi
Fennoscandia charakteryzuja si¢ podziatem na dwie podgrupy haplotypéw (H6 i H11 oraz
H17 1 H22), ktére zréznicowaty si¢ pod wptywem bariery jaka stanowi Morze Battyckie,
utrzymujace je w izolacji.

Wazna role odegrata rowniez obecno$¢ autochtonicznych, lokalnych populacji tosi
w Polsce. Jedna z nich jest populacja biebrzanska nalezaca do galgzi filogenetycznej
Biebrza, ktora zroznicowata si¢ od pozostatych tosi europejskich przed LGM. Obok tej
autochtonicznej populacji nalezy wymienié¢ takze populacje¢ Srokowo, gdzie
najprawdopodobniej zyja potomkowie tosi, ktorzy przetrwali okres wojenny na terenie
bytych Prus Wschodnich (haplotypy H17 1 H22) oraz populacj¢ GWL (haplotyp H13)

i Polesie, gdzie wystepuja tosie posiadajace wariant H20. Migdzy tymi populacjami,

a populacjami, w ktorych przewazaja warianty genetyczne nalezace do kladu Ural
wytworzyla si¢ wtorna strefa kontaktu zlokalizowana w Polsce péinocno-wschodniej.
Kierunek kolonizacji i ekspansja przestrzenna ze wschodu na zachod potaczona

z kolonizacja Polski przez osobniki z r6znych zrodet refugialnych i populacji reliktowych
stanowi kolejny wazny czynnik odpowiedzialny za obserwowany wzor zmiennosci u tosia.
Obok tych procesoéw istotna role odgrywa rowniez dryf genetyczny, ktory w niektorych
populacjach doprowadzit do spadku zmiennosci genetycznej oraz by¢ moze dobor
naturalny, wykazujacy znamiona doboru rownowazacego, niwelujacego roznice migdzy
populacjami w loci MHC i doprowadzajac do utrzymywania si¢ duzej liczby alleli

o wyrownanych frekwencjach. Nie nalezy zapomina¢ takze o udziale czynnika ludzkiego.

Reintrodukcje 1 translokacje tosi spoza Polski skutkuja dzi§ obecno$cia w Polsce haplotypu
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H6, a wigc wariantu typowego dla tosi szwedzkich oraz haplotypu H11, bedacego sladem

po udanej reintrodukc;ji tosi z Biatorusi w 1951 roku.
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