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¢) Oméwienie celu naukowego ww. prac i osiagni¢tych wynikéw wraz z oméwieniem ich

ewentualnego wykorzystania

Mitochondrialny DNA (mtDNA) stal si¢ juz dawno modelowa czasteczka wykorzystywang
w biologii ewolucyjnej, systematyce i biologii konserwatorskiej. MtDNA jest skutecznym
markerem molekularnym uzywanym w analizach, zar6wno na poziomie wewnatrz

jak i miedzy gatunkowym. Wykorzystywany jest w wielu badaniach, takich jak analiza
pokrewienstw filogenetycznych, biogeografia, analiza hybrydyzacji oraz inne badania
wykorzystujace markery molekularne. Czasteczka ta jest czgsto uzywana w badaniach
filogenetycznych i filogeograficznych dla wielu organizméw, a pomimo jej wyjatkowych
wiaéciwoéci (np. rzadka rekombinacja, dziedziczenie matczyne) analizy z wykorzystaniem
mtDNA daja zazwyczaj wyniki zbiezne z analizami wykorzystujacymi inne markery, takie
jak geny jadrowe. Szybkie tempo ewolucji oraz szybkie tempo utrwalania wariantow w skali
lokalnej, bedace gléwnie wynikiem dryfu genetycznego, powoduja, Ze pomimo pewnych
ograniczef, mtDNA jest ciggle podstawowym Zrédtem danych dla badan filogenetycznych
na réznych poziomach taksonomicznych.

Plazy naleza do klasycznych organizméw wykorzystywanych do badan
biogeograficznych i testowania roznorodnych hipotez w tej dziedzinie. Dwie grupy sposrod
plazow zastuguja na szczegdlng uwage. Pierwsza stanowig siostrzane gatunki kumakow
europejskich, kumak nizinny (Bombina bombina) i gorski (B. variegata), tworzace mieszance
miedzygatunkowe i formujace trwalg strefe mieszancows, ktora stanowi doskonatg okazje
do badan nad dhugoterminowymi efektami hybrydyzacji i rekombinacji, rozbijaj acych
koadoptowane kombinacje genéw. Proces ten w oczywisty sposéb ulatwia introgresje genow
i przeciwdziata procesom prowadzacym do wzrostu zrdznicowania. Drugg interesujaca grupg
plazéw sa europejskie gatunki zab zielonych z rodzaju Pelophylax. Dwa gatunki: P. Jessonae
i P. ridibundus tworza w $rodkowej Europie mieszance (P. esculentus), ktére wykazuja,

w wyniku hybrydogenezy, pétklonalny sposob dziedziczenia. Plazy te stwarzaja mozliwos¢
analiz mtDNA w kontekscie interogresji i dziatania doboru naturalnego. Z drugiej strony
gatunki Pelophylax zyjace na niewielkim obszarze (np. P. epeiroticus, P. kurtmuelleri oraz
P. shqipericus) pozwalaja na badania nad wydarzeniami ewolucyjnymi w skali lokalne;.
Wyjatkowe s3 tutaj gatunki wyspowe (takie jak P. crefensis i P. cypriensis), ktorych

dywergencja moze stanowi¢ jeden z punktow kalibracyjnych zegara molekularnego.
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Gléwnym kierunkiem moich zainteresowan naukowych byly analizy mtDNA na wielu
poziomach pozwalajace rozwiazaé réznorodne zagadnienia ewolucyjne. Po pierwsze
analizowalem rozmieszczenie typéw mitochondrialnych w strefach mieszaficowych
kumakoéw, w celu znalezienia $ladow introgresji mtDNA na tlo genetyczne innego gatunku.
W szerszym aspekcie ewolucji mtDNA Bombina, badatem filogeneze i filogeografie
wszystkich gatunkéw i podgatunkéw kumakéw w Europie, na podstawie sekwencji fragmentu
mitochondrialnego cytochromu b. Badania tego typu, wéréd wielu aspektéw ewolucyjnych,
mogg wyjasni¢ pokrewiefistwa filogenetyczne, zmiany biogeograficzne i demograficzne oraz
naswietli¢ wydarzenia ewolucyjne na poziomie populacji. W koncowym etapie zajatem
si¢ analizami pelnych sekwencji genoméw mitochondrialnych dla zab zielonych. Tego typu

badania majg ogromne znaczenie pordwnawcze, oraz pozwalajg m. in. na otrzymanie bardzo

dobrze potwierdzonych drzew filogenetycznych.

Strefy mieszaficowe pomiedzy zrdznicowanymi genetycznie populacjami stwarzaja
unikatowa mozliwos$¢ do badan nad dynamika mtDNA. W strefach tych haplotypy mtDNA
moga znajdowac si¢ na roznym tle genetycznym genéw jadrowych, a takze ich czgsto$¢ moze
zmienia¢ si¢ wzdhuz réznych siedlisk. Strefy mieszaficowe pozwalaja réwniez analizowaé
diugoterminowe efekty hybrydyzacji i rekombinacji, ktore rozbijajg kompleksy
koadoptowanych genéw 1 moga doprowadzi¢ do introgresji i zmniejszania roznorodnosci
genetycznej. Dwa europejskie gatunki kumakow tworzg mieszance w waskiej, ale stabilnej,
strefie mieszancowej, utrzymywanej dzieki rownowadze pomiedzy doborem naturalnym
1 dyspersja osobnikow (Szymura 1993). Silne korelacje pomiedzy réznymi cechami, a takze
nierownowaga genetyczna pomiedzy niesprzezonymi loci allozymatycznymi, wskazuja,
ze w transektach poprzez strefy mieszaficowe w Polsce, dobdr naturalny przeciwko
mieszaficom migdzygatunkowym dziata na duza liczbe loci, ktére sa mniej lub bardziej
réwnomiernie rozrzucone w genomie kumakow (Szymura i Barton 1986; 1991). Strefa
mieszancowa dziata wiec jak bariera przeciwdzialajaca introgresji genoéw sprzezonych
z fragmentami chromosoméw, na ktére dziata dobor naturalny. MtDNA, dzieki
umiejscowieniu w cytoplazmie, moze by¢ uwolniony od takich fizycznych zalezno$ci i moze
ulegac latwiejszej introgresji w poréwnaniu do loci jagdrowych (Chan i Levin 2005).

W celu poréwnania zréznicowania i rozprzestrzenienia wariantow mtDNA w stosunku
do genow jadrowych, sprawdzili$my zalozenia teorii klinalnej w dwéoch transektach poprzez
strefe mieszancowa kumakéw w poludniowej Polsce: w okolicach Krakowa oraz Przemysla

(Hofman 1 Szymura 2007). Genotypy wszystkich osobnikéw zostaly wstepnie okreslone na
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podstawie sze$ciu niesprzezonych, diagnostycznych loci allozymatycznych. Nastgpnie dla
wszystkich osobnikéw okreslono typ mtDNA (bombina lub variegata), za pomocg nowo
opracowanej, stosunkowo prostej metody. Mianowicie, na podstawie 62 sekwencji fragmentu
cytochromu b, zaprojektowano pare starteréw pozwalajaca namnozy¢ fragment zawierajacy
dwa diagnostyczne miejsca restrykcyjne, Haelll i BamHI. Pierwszy z enzymow tnie typ
mtDNA charakterystyczny dla B. bombina, drugi dla B. variegata. Dzigki temu profile
agarozowe w prosty sposéb pozwalaly na odréznienie pomigdzy typami mtDNA oraz
jednoczesnie stanowily wzajemna kontrole. Nastepnie sprawdzano zgodno$¢ pomigdzy
klinami réznych loci allozymatycznych oraz mtDNA.

W obu transektach, haplotypy mtDNA charakterystyczne dla B. bombina byly
ograniczone do péocnej lub péinocno-wschodniej czesci transektu, podczas gdy haplotypy
variegata do potudniowej lub potudniowo-zachodniej czesci. Rozklad ten byt zgodny
z oczekiwaniami wynikajacymi z badan nad cechami morfologicznymi oraz zmiennoscig
allozyméw (Szymura i Barton 1986; 1991). Znaczace czestosci haplotypéw mtDNA obu
gatunkéw znajdowaly sie jedynie w populacjach lezacych w centrum strefy. Ogblnie wzorzec
zmiennosci czestosci alleli niesprzezonych loci allozymatycznych i haplotypow mtDNA byt
podobny; zmienno$¢ mtDNA poprzez transekty miata charakter klinalny i korelowala
ze zmiennoscia klinalng allozyméw. Jednak w wigkszosci populacji centralnych, czgstosc
haplotypéw mtDNA variegata przewazata nad czestodcig alleli allozymatycznych tego
gatunku, Asymetria ta szczeg6lnie byla widoczna po stronie transektu Zajmowanej przez
B. variegata, gdzie nie znaleziono haplotypéw mtDNA bombina, nawet w populacjach
ze znaczaca czestoscig alleli B. bombina. Z kolei, po stronie B. bombina, w niektorych
przypadkach znaleziono haplotypy variegata na tle genéw jadrowych B. bombina.

W obu transektach klin zmiennoéci mtDNA byt znaczaco przesunigty na strong
B. bombina (okolo 1 km). Ponadto w transekcie w okolicach Przemysla, klin mtDNA byt
takze znaczaco wezszy (3,42 km) w pordwnaniu z klinem allozyméw (6,05 km). Na taki
ksztalt klina mtDNA moga wplywaé dwa czynniki: dyspersja osobnikow rownowazona przez
dryf genetyczny i/lub dobér naturalny. W wyniku dziedziczenia matczynego, przestrzenny
wzorzec zmiennoéci haplotypéw mtDNA zalezy od demografii i przemieszczania si¢ samic,
przenoszacych warianty mtDNA z jednej populacji do drugiej. Mniejsza dyspersja samic
i/lub dryf genetyczny moga zwezaé klin mtDNA i udawaé dobor naturalny. Z kolet
przesunigcie klina mtDNA w kierunku B. bombina moze by¢ wynikiem wiekszej dyspersji
samic posiadajacych mtDNA typu variegata.
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Zwezenie klina mtDNA moze réwniez wskazywac na silniejszy dobor naturalny
dziatajacy na pewne fragmenty genomu. Oczywiste jest, ze mtDNA nie jest czasteczka
neutralng. U eukariontéw, biatka transblonowe, osadzone w wewnetrzne] blonie
mitochondriéw, s3 miejscem produkcji okoto 90% energii przechowywanej w ATP. Biatka
te skladajg si¢ na podjednostki systemu transportu elektronéw (ETS) i s3 kodowane zaréwno
w DNA jadrowym, jak i mitochondrialnym. Produkty obu genoméw i ich precyzyjne
wspdldziatanie jest konieczne dla metabolizmu tlenowego. Zrekombinowane,
heterospecyficzne kompleksy u mieszaficow moga wigc mie¢ negatywny wplyw na ich
wydajno$¢, na réznych stadiach zyciowych, poprzez zywotnos¢ zarodkéw, mozliwosci
kojarzenia sig oraz mobilno$¢ plemnikow.

Kliny zmiennosci mtDNA, bedace réwne lub wezsze w pordwnaniu z klinami loci
jadrowych sg zgodne w szerszej skali z wiasciwosciami obserwowanymi dla réznych grup
europejskich kumakéw wyodrgbnionych na podstawie cech morfologicznych i badas
molekularnych (Szymura 1993). Sugeruje to, ze w diuzszej ewolucyjnej skali, hybrydyzacja
nie prowadzi jednak do znaczacej introgresji mtDNA w zadnym z dwéch mozliwych
kierunkéw (Szymura i in. 2000). '

Mitochondrialny DNA jest czgsto uzywany w badaniach filogenetycznych
1 filogeograficznych, majacych na celu okreélenie zré:micowania nukleotydéw, -
zidentyfikowanie linii matczynych wraz z ich pokrewienstwami filogenetycznymi, okreélenie
zasiegow geograficznych poszczegblnych linii mitochondrialnych oraz znalezienie
potencjalnych refugiow glacjalnych, a takze drog postglacjalnej rekolonizacji w Europie.
Analizie filogenetycznej poddaliémy 364 osobniki B. bombina i B. variegata pochodzace
z 156 miejsc reprezentujgcych cate zasiegi obu gatunkéw, z wyjatkiem najbardziej
wschodnich rejonéw zasiggu B. bombina (Hofman i in. 2007).

Dla obu gatunkéw, B. bombina i B. van'egatd, potwierdzono status gatunkow
siostrzanych. Wykazano trzy gtéwne linie filogenetyczne mtDNA: B. bombina, B. variegata
z Karpat oraz B. variegata z potudniowo-zachodniej Europy. B. bombina i B. variegata
z Karpat wykazuj tylko niewielkie zréznicowanie wewnatrzgrupowe, natomiast pozostale
haplotypy B. variegata tworza trzy dobrze zdefiniowane linie: z Apeninéw we Wioszech,
Rodopéw z Bulgarii oraz z pozostalej czeéci Batkanéw i zachodniej Europy. Umiejscowienie
wioskich Bombina w obregbie linii B. variegata, silnie podwaza status gatunkowy Bombina

pachypus, opisanego wezesniej z Wioch (Lanza i Vanni 1991; Canestrelli i in. 2006).
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Dane molekularne wskazywaly, ze dywergencja pomiedzy europejskimi gatunkami
kumakéw nastgpita w gérmym miocenie lub dolnym pliocenie. Niewiele mlodsza (na pewno
przed plejstocenska) byta jedynie dywergencja pomiedzy linia karpacka, a wszystkimi
pozostatymi liniami B. variegata. Takie poprzedzajace plejstocen powstanie dwdch gatunkow
Bombina, a takze dwoch giéwnych linii B. variegata bylo zaskakujace w poréwnaniu
do innych organizméw. Co wiecej, tak odlegle w czasie powstanie trzech gléwnych linii
Bombina w Buropie, sugeruje, ze plejstocenskie oscylacje klimatyczne wplywaly jedynie
na zmiany rozmieszczenia istniejacych juz linii filogenetycznych. Takie zmiany mogly
powodowaé powstawanie geograficznie izolowanych populacji i indukowa¢ ich
zrbznicowanie wewnetrzne. Zamieszkujace niziny B. bombina dzielily si¢ na dwa niewiele
réznigce si¢ klady, z pélnocnej i potudniowej czesci zasiegu, co sugerowato ich powstanie
podczas ostatniego zlodowacenia w oddzelnych refugiach, zlokalizowanych na nizinach
w poblizu Morza Czarnego, lub, co jest réwniez mozliwe, w obrebie zalanego obecnie szelfu
w ponocno-zachodniej czesci Morza Czamego.

Zréznicowanie mtDNA w obrebie B. variegata jest bardziej skomplikowane.
Olbrzymia dychotomia pomiedzy grupa karpackg i pozostalymi liniami B. variegata, wraz
z rozmieszczeniem kladéw mtDNA i zréznicowaniem allozyméw w obrebie populacji
karpackich, sugeruje istnienie dwdch oddzielnych refugiow w obrebie Karpat. Dwa inne
refugia dla B. variegata byly prawdopodobnie zlokalizowane na Pétwyspie Apeninskim,
najprawdopodobniej w jego najbardziej potudniowej czesci, oraz w regionie Rodopow.
Ostatnia linia filogenetyczna B. variegata, z Balkan6w i zachodniej Europy, tworzyla dwie
podgrupy: zachodnig i batkanska. W przypadku podgrupy zachodniej, odpowiadajacej
podgatunkowi B. v. variegata, najwyzsze zrozmicowanie haplotypow zostalo znalezione na
obszarach wyzynnych wschodniej Serbii. Z tego powodu prawdopodobne jest istnienie
na tym obszarze refugium, z ktérego nastapila ekspansja, zaréwno w kierunku péocno-
wschodnim, jak i pénocno-zachodnim. W przypadku podgrupy batkanskiej, ktora zawiera
wiekszos¢ populacji podgatunku B. v. scabra, ostatnie zlodowacenie przezylo
prawdopodobnie wiele populacji w potudniowych Balkanach.

Biorgc pod uwage wieksza skale geograficzng, istnieje u Bombina wysoka zbiezno$é
w zmiennosci cech fenotypowych, allozyméw i haplotypéw mtDNA: B. bombina
i B. variegata moga by¢ rozrdznione na podstawie kazdej z diugiej listy cech diagnostycznych
dla obu gatunkéw (Szymura 1993). Zbieznos¢ ta istnieje rowniez dla wiekszosci grup
geograficznych w obrebie B. variegata; istnieje jednak jedna wazna niezgodnos¢ pomiedzy
haplotypami mtDNA grupy zachodniej, a ich allozymami i morfologia. Mianowicie, dane
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morfologiczne i allozymatyczne tacza te grupe z grupa karpacka, podczas gdy B. v. variegaia
wystepujace wzdhuz potudniowej doliny Morawy we wschodniej Serbii i na terenach
zachodnich, posiadajg haplotypy mtDNA bliskie linii batkanskiej. Mozliwym
wytlumaczeniem tej niezgodnosci moze by¢ transfer batkanskiego mtDNA do Bombina
wystepujacych w zachodniej Europie, ktory to, biorgc pod uwage niedawne oddzielenie

si¢ tych linii, mogl nie mie¢ negatywnych skutkéw u mieszaficow na interakcje pomiedzy
mtDNA a genomem jadrowym. Alternatywne wythimaczenie, biorace pod uwagg transfer
genow jadrowych z karpackich B. variegata do populacji B. v. scabra, wydaje sie mniej

prawdopodobne.

Nieco odrebnym obszarem badan nad mtDNA s3 analizy calych genoméw
mitochondrialnych, ktére mogg stanowi¢ nie tylko wazne zrédto danych dla analiz
filogenetycznych na réznych poziomach taksonomicznych, ale tez mogg tworzyé baze
do badan nad innymi aspektami ewolucji organizméw, whaczajac w to dobér naturalny.
Badania filogenetyczne przy uzyciu kompletnych genoméw mitochondrialnych pozwalaja
rozwigza¢ wigkszg liczbg wezldw na drzewie filogenetycznym w poréwnaniu do badan
uzywajacych jedynie krétkie fragmenty mtDNA. Ponadto, analizy poréwnawcze substytucji
w kompletnych genomach mitochondrialnych moga m. in. pozwoli¢ na wykrycie miejsc
bedacych pod wplywem pozytywnego doboru naturalnego lub innych jego odmian.

Co wigcej, rézne filogenetyczne i biogeograficzne analizy wielu organizméw s3 czesto oparte
na odmiennych, relatywnie krotkich, fragmentach mtDNA, co moze prowadzié

do przeciwstawnych wynikéw, blednego filogenetycznego wnioskowania i stabego
statystycznego poparcia dla otrzymanych drzew filogenetycznych. Na bledy we
whioskowaniu moze rowniez wplywaé odmienne tempo ewolucji réznych fragmentéw
genoméw mitochondrialnych. Oczywistym sposobem ominigcia wyzej wymienionych
probleméw jest analiza pelnych sekwencji genoméw.

Do analiz kompletnych sekwencji genomoéw mitochondrialnych wybrali$my
(Hofman i in. 2012) unikatowa pare gatunkéw zab zielonych z rodzaju Pelophylax:

P. lessonae i P. ridibundus. Gatunki te wykazuja szereg odrozniajacych je cech, bedacych
adaptacjami do odmiennych siedlisk, preferowanych przez nie. Pomimo tego tworza one
mieszance - P. k. esculentus. W srodkowej Europie mieszance te wykazuja dziedziczenie
potklonalne w wyniku nietypowego sposobu reprodukcji zwanego hybrydogeneza.

Jej efektem jest przekazywanie do gamet jedynie jednego (zwykle ridibundus, rzadziej

lessonae) z dwoch rodzicielskich genoméw jadrowych i wyeliminowanie drugiego z linii
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plciowej (Graf 1 Polls Pelaz 1989). Co wigcej, wigkszo$¢ P. kl. esculentus oraz prawie

co trzeci P. ridibundus w srodkowej Europie zawieraja mtDNA charakterystyczne dla

P. lessonae. Ciekawe jest ograniczenie tego zjawiska do populacji $rodkowoeuropejskich;
wszystkie badane P. ridibundus z potudniowej i wschodniej Europy posiadaty jedynie typ
mtDNA charakterystyczny dla wlasnego gatunku (Plétner i in, 2008).

Do analizy kompletnych genoméw mitochondrialnych starannie wybralismy sze$é
osobnikéw Pelophylax reprezentujacych wszystkie trzy gatunki srodkowoeuropejskie
(Hofman 1 . 2012). Dla przeprowadzenia tego wyboru stworzono atwg i szybka metode
wstepnej identyfikacji typu mtDNA przy pomocy metody PCR. Zaprojektowano specyficzne
startery umozliwiajace namnozenie tylko jednego z dwu typéw mtDNA: lessonae lub
ridibundus. W kolejnym etapie zsekwencjonowano niemal kompletne genomy mtDNA,
ustalono ich organizacje u obu gatunkéw i obliczono dywergencje nukleotyddéw we
wszystkich regionach mtDNA. Przeprowadzono réwniez analizy poréwnawcze substytucji
aminokwasowych dla sprawdzenia znaczenia funkcjonalnego obserwowanej dywergencji,
réwniez w szerszym aspekcie introgresji mtDNA w kompleksie zab zielonych.

Ostatecznie otrzymali$my cztery niemal kompletne genomy mitochondrialne lessonae
oraz dwa genomy ridibundus. Jedynie niewielki fragment regionu kontrolnego pozostat
niezsekwencjonowany z powodu duzej liczby powtdrzen krétkich sekwencji nukleotydow.
Sktad genéw genoméw mitochondrialnych nie réznit sie od typowego dla kregowcow
(Boore 1999). Ich liniowy uktad byt identyczny do uktadu charakterystycznego dla
zsekwencjonowanego wczesniej genomu zaby zielonej ze wschodniej Palearktyki
- P. nigromaculatus (Sumida i in. 2001) i zgadzal si¢ z najczesciej opisywanym ukiadem dla
ptazéw z grupy Neobatrachia (Kurabayashi i in. 2006; Zhang i in. 2013).

Genomy mitochondrialne Pelophylax zawieraly dwa geny rRNA (12S i 16S)
oraz 22 geny tRNA, ktére tworza charakterystyczne struktury drugorzedowe (z wyjatkiem
tRNA-Ser (AGY)). Genomy zawieraja rowniez 43 nukleotydy lezace miedzy genami,
fragmenty nakladajace sie oraz regiony niekodujace, takie jak miejsce poczatku replikacji nici
lekkiej oraz region kontrolny. Tak jak u innych kregowcow, genomy Pelophylax zawieraly
rowniez 13 gendw kodujacych biatka, wlaczajgc ATP6, ATPS, CO I-III, ND 1-6, ND4L oraz
cytochrom b.

Srednia liczba réznic nukleotydowych pomiedzy genomami mitochondrialnymi
P. lessonae 1 P. ridibundus wynosi 1838 + 35,6 co daje dystans p réwny 11,9% dla catego
genomu z wylaczeniem regionu kontrolnego. Poszczegdlne regiony funkcjonalne mtDNA
Pelophylax ewoluowaty z réznym tempem. Geny rRNA i tRNA okazaly si¢ najmniej zmienne

9



ZALACZNIK nr 2 Autoreferat w jezyku polskim
co jest wynikiem ograniczen funkcjonalnych. Dystans p dla gendéw kodujgcych biatka,
pomiedzy P. lessonae 1 P. ridibundus waha sie od 11,3 % (dla COIII) do17,0 % (dla ATPS).
Wspotczynnik okreslajacy dobor naturalny przeciwko substytucjom niesynonimowym
(dN/dS) znajduje sie w przedziale 0,006 do 0,108. Wsrod 245 niesynonimowych substytucji
znalezionych pomiedzy P. lessonae 1 P. ridibundus, wiekszo$¢ (74,7%) zostata znaleziona
w kompleksie I (ETS I) systemu transportu elektronow (czyli dla gendéw ND). Ewidentne jest
zatem zroznicowanie w ograniczeniach funkcjonalnych pomiedzy poszczegdlnymi genami
kodujgcymi elementy komplekséw ETS; geny ND (ETS I) ewoluowatly znacznie szybciej niz
geny kodujace elementy innych komplekséw. Takie wysokie zroznicowanie w genach
ND (szczegblnie NDS5) zostato wykryte réwniez dla wielu innych genoméw
mitochondrialnych Metazoa (np. Montooth i in. 2009). Obserwacje te moga rowniez
sugerowac, Zze kompleks ETS I jest waznym celem dla dzialania doboru naturalnego. Jednak
nie mozna do konca wycigga¢ jednoznacznych wnioskow. U owadow substytucje
niesynonimowe w genach ND prawdopodobnie odgrywaja mniejsza role niz podstawienia
w genach CO (kompleks ETS III) (Montooth i in. 2009). Podobnie, udokumentowany zostat
brak réznic w aktywnosci enzymow ND, réznigcych sie az 45 aminokwasami pomiedzy
dwoma gatunkami pstragdéw (Blier 1 in. 2006) oraz brak dysfunkcji tych enzymow
u mieszancow. W przeciwienstwie do tego nawet bardzo niewielkie substytucje
aminokwasOow moga przynies$¢ roznice w aktywnosci oksydazy cytochromowej
(Harrison i Burton 2006).

Pomiedzy genami kodujacymi biatka znaleziono 211-213 podstawien aminokwaséw
pomiegdzy szescioma badanymi genomami mitochondrialnymi Pelophylax. Zmiany
niesynonimowe w domenach blonowych zawieraly 47% wszystkich obserwowanych
podstawief aminokwaséw, pozostate podstawienia dotyczyly domen pozabtonowych. Jedynie
25 substytucji aminokwasow spelniato kryteria zmian radykalnych. Niemal taka sama liczba
zmian radykalnych wystepowata w domenach blonowych i1 pozabtonowych (odpowiednio
121 13). Jest to wynik odmienny w poréwnaniu do biatek kodowanych w DNA jadrowym,
w przypadku ktorych, segmenty pozablonowe akumulujg érednio dwa razy tyle substytucji -
aminokwasow niz regiony blonowe (Tourasse 1 Li 2000). Roznica ta moze by¢ zwigzana
z wha$ciwosciami charakterystycznymi dla genomoéw mitochondrialnych i jadrowych, takich
jak nieco odmienny kod genetyczny, wspoétczynnik tranzycji do transwersji oraz rozna
liczebnos¢ kodonéw.

Znaczaco wigcej substytucji aminokwasowych wykryto w linii P. lessonae.
Mozliwym wytlumaczeniem moze by¢ wplyw pozytywnego doboru naturalnego na niektére
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kodony wyzej wymienionych genéw. Zmiany w genomach mitochondrialnych moga dawac
korzysci adaptacyjne niektérym liniom filogenetycznetycznym P. lessonae w chtodniejszym
klimacie, co zostato zaproponowane dla najbardziej pétnocnego krarca zasiggu tego gatunku
i pewnych wiasciwoéci kijanek zwiazanych z zimowaniem (Plotner i in. 2008). Przewaga
adaptacyjna moze dotyczy¢ réwniez osobnikéw posiadajacych mtDNA lessonae na tle genow
jadrowych P. ridibundus, w wyniku tréjstopniowych interakeji pomigdzy mitochondriami,
genami jadrowymi i érodowiskiem, szczeg6lnie w srozszym klimacie. Powyzsza hipoteza
moze by¢ wzmocniona poprzez fakt wyzszej czestosci introgresji mtDNA typu lessonae u zab
zyjacych w obszarach polozonych bardziej na potnoc zachodniej Palearktyki
(Plétner 1 in. 2008).

W celu analiz poréwnawczych, a takze otrzymania bardziej wiarygodnych drzew
filogenetycznych zab zielonych, uzyskali$my sekwencje genoméw mitochondrialnych innych
gatunkéw Pelophylax. Genom P. cretensis (Hofman i in, 2014) byt pierwszym kompletnym
(zawierajacym réwniez region kontrolny) genomem mitochondrialnym zsekwencjonowanym
dla zab zielonych zachodniej Palearktyki. Genom ten (o dtugosci 17 829 pz) posiadal typowy
dla ptazéw z grupy Neobatrachia uktad genéw. Region kontrolny, o dhugosci 2 452 pz,
zawieral trzy bloki konserwatywne, region TAS (puiative termination-associated sequences),
miejsce poczatku replikacji nici ciezkiej oraz region zawierajacy tandemowe powtdrzenia
sekwengji kilku nukleotydéw. Poréwnanie genomu P. crefensis z genomami innych gatunkow
zab zielonych (dystans p, z wykluczeniem regionu kontrolnego) wskazuje na najnizszy
stopien dywergencji z P. ridibundus (0,08) i znacznie wigkszy z P. lessonae (0,126).

Zsekwencjonowany mtDNA P. cretensis moze stanowi¢ podstawe dla dalszych analiz
poréwnawczych, a takze moze by¢ jednym z punktow umozliwiajacych kalibracje zegara
molekularnego dla Pelophylax. Gatunek ten jest bowiem endemitem Krety, najwigkszej
wyspy Morza Srédziemnego, ktéra prawdopodobnie byta potaczona z kontynentem
europejskim podeczas kryzysu mesynskiego (5,96-5,33 min lat temu). Po otwarciu si¢ ciesniny
Gibraltarskiej i zalaniu Morza Srédziemnego, Kreta stala sig wyspa izolowang przez wody
morskie (Garcia-Castellanos i in. 2009). Plazy nalezg do zwierzat, dla ktorych woda morska
jest bariera nie do przebycia, tak wigc czas istnienia bariery morskiej moze da¢ miarg

minimalnego czasu izolacji wyspowych gatunkow plazow.

Wynikiem analiz filogenetycznych kompletnych genoméw mitochondrialnych
sa drzewa o duzej wiarygodnoci, a takze duzo lepsze wyjasnienia powigzan filogenetycznych
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w poréwnaniu do badan stosujacych mniejsze fragmenty mtDNA. Nie do kofica rozwigzane
stosunki filogenetyczne istnialy dla dwoch gatunkéw Pelophylax: P. cretensis 1 P. epeiroticus
(Lymberakis i in. 2007, versus Akin i in. 2010) oraz pozostatych gatunkéw pochodzacych
z Batkanéw. Miedzy innymi z tego powodu zsekwencjonowalismy (Hofman i in. 2015)
catosciowe mtDNA dla czterech gatunkéw Pelophyax: P. cypriensis z Cypru, oraz
endemicznych dla Batkanéw: P. epeiroticus, P. kurtmuelleri i P. shqipericus. Jednym
z gléwnych celéw tych badan bylo potaczenie analiz na podstawie nowych 1 wezesniej
opublikowanych genoméw mitochondrialnych.

Nowo uzyskane genomy mitochondrialne wykazywaly identyczna organizacje genow,
orientacje tRNA i ich antykodony oraz identyczne kodony strat i stop gendéw kodujacych
biatka w poréwnaniu do wezesniej otrzymanych genoméw Pelophylax. Srednia liczba réznic
w obrebie czterech nowych genoméw (z wykluczeniem regionu kontrolnego) wyniosta 1 569,
dajac dystans p = 0,096. Najbardziej rozny okazat si¢ genom P. shgipericus, pozostate trzy
genomy grupowaly sie w obrebie jednej linii ewolucyjnej. Podobnie jak w przypadku
P. lessonae i P. ridibundus regiony funkcjonalne batkanskich Pelophylax ewoluowaly
z réznym tempem. Sredni dystans genetyczny dla genéw kodujacych 128 i 168 rRNA
wyniost odpowiednio 0,05 1 0,067; jednak poziom dywergencji réznit si¢ w obrebie tych
gendw, gdyz zawieraly one identyczne i wysoko zmienne fragmenty. Sredni dystans dla
regionu kontrolnego, z wyjatkiem regionu z powtoérzeniami, wyniost 10,2%, co jest wartoscia
identyczng do dystansu charakteryzujacego region kodujacy. Sredni dystans p dla genéw
kodujacych biatka waha sie od 8,4% (dla COII) do 13,7% (dla ATP6). W sumie wykryto
284 substytucje niesynonimowe, a znaczna ich czesc (81,3%) dotyczyta kompleksu I. Wsréd
nowo analizowanych genomow znaleziono 243 substytucje aminokwasow, wiekszos¢ z nich
(49,8%) w obrebie genu ND5. Wiekszos¢ substytucji niesynonimowych, tak jak oczekiwano,
obserwowano pomiedzy linig “‘P. bedriagae/ridibundus’ (P. cypriensis, P. kurtmuelleri
1 P. epeiroticus) alinig *‘P. lessonae’’ (P. shqipericus).

W koncowym etapie badan nad zabami zielonymi, przeprowadzili$my analize
filogenetyczng dla wszystkich dostepnych (opisanych powyzej) kompletnych lub niemal
kompletnych genoméw mitochondrialnych Pelophylax. Genomy te tworzg dwie glowne linie
ewolucyjne zab zachodniej Palearktyki. Pierwsza, “‘ridibundus/bedriagae’ zawiera
P. ridibundus 1 P. kurtmuelleri, ktore tworza klady siostrzane (z tylko 1% dywergencja) 1 oba
sa grupa siostrzang do P. cypriensis (z 5% dywergencjg). Analizy genoméw rozwiazaty
definitywnie powigzania filogenetyczne dwoch innych gatunkow Pelophylax w obrebie linii

ridibundus/bedriagae: P. cretensis okazat sie blizej spokrewniony z kladem
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ridibundus/kurtmuelleri/cypriensis (z 8% dywerencja) niz P. epeiroticus (z 9-10%
dywergencja). Tak wiec pordwnania kompletnych genomoéw potwierdzity wczesniejsze
badania wykorzystujace szybko ewoluujace geny ND2 i ND3 (Akin i in. 2010), oraz
zaprzeczyly wynikom badan przy wykorzystaniu genow ewoluujgcych wolniej (16S rRNA
i cytb) (Lymberakis i in. 2007). Druga glowna linia Pelophylax byta linia ““lessonae’,
obejmujgca P. lessonae 1 P. shqipericus, ktorych dywergencja wynosita 7%.

Podsumowujac, moje gléwne osiagniecia naukowe przyczynily sig m. in.
do znalezienia jednego z pierwszych przyktadow introgresji mtDNA na jgdrowe tlo
genetyczne innego, znacznie sie roznigcego gatunku, w obrebie rodzaju u Bombina. Pokazana
zostata rowniez szczegOlowa filogeneza 1 filogeografia linii mitochondrialnych europejskich
Bombina, atakze demograficzne 1 historyczne aspekty ewolucji mtDNA Bombina.
Zidentyfikowano rowniez mozliwe refugia glacjalne. Co wiecej, wykryto mozliwy transfer
jednego typu mtDNA na znacznie odrebne tlo genow jadrowych. Uzyskane zostaly rowniez
kompletne lub niemal kompletne sekwencje genoméw mitochondrialnych dla 7 gatunkow
Pelophylax. Udokumentowano sktad gendw i ich wlozenie, a takze poziom dywergencji

pomiedzy poszczegblnymi genami i gatunkami oraz mozliwosci dziatania doboru naturalnego

w roznych funkcjonalnych czesciach mtDNA.
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5. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych
a) Omowienie pozostalego dorobku naukowego

Moje pozostale zainteresowania badawcze koncentrowaly sie glownie wokot analiz
molekularnych réznych aspektéw ewolucyjnych wsréd plazow i §limakow. Bralem udziat
w analizowaniu strefy mieszancowej kumakéw w okolicach Stryja na Ukrainie, analizie
filogenezy i filogeografii kumakéw w skali calego zasiegu obydwu gatunkéw europejskich,
a takze w analizach kompletnych sekwencji genoméw mitochondrialnych kumakéw
europejskich i azjatyckich. W przypadku §limakéw przeprowadzalem szczegélowe analizy
molekularne kilku rodzajow z nadrodziny Truncatelloidea wraz z pordwnaniami zmiennosci

markeréw genetycznych i cech morfologicznych.

Moje analizy molekularne przyczynily sie m. in. do opisania nowego transektu przez
strefe mieszancows kumakéw, w poblizu Stryja na Ukrainie (Yanchukov i in. 2006), przy
wykorzystaniu, w charakterze markeréw genetycznych, pieciu niesprzezonych ze soba loci
allozymatycznych, dwoch markeréw SNP (Single Nucleotide Polymorphism) oraz fragmentu
mtDNA. Strefa mieszancowa wzdhuz rzeki Stryj wykazywala liczne whasciwosci
charakterystyczne takze dla wczesniej opisanych klinalnych transektow poprzez strefe
mieszancowa kumakow, m. in. w okolicach Krakowa i Przemys$la. Nalezaty do nich przewaga
zrekombinowanych genotypéw w centrum strefy oraz zgodnos¢ zmiennosci niesprzgzonych
markeréw w obrebie populacji mieszancowych. Zgodna zmiennos$¢ klinalna czgstosci allels,
wraz z gwattowna zmiana w centrum transektu, wystepowata w poprzek waskiego ekotonu,
w obrebie ktorego zbiegaja sie obszary przejsciowe srodowiska wodnego, wysokosci terenu
oraz roslinnos$ci ladowej.

Odkrylisémy kilka unikalnych wiasciwosci transektu w okolicy Stryja. Waski klin
zmienno$ci wydawat sie by¢ w sprzecznosci ze stabg bariera dla przeplywu gendw oraz
niewielkimi korelacjami pomiedzy srodowiskiem a czestosciami alleli. Obliczona szerokos¢
klina na locus wahata sie od 0,86 km (dla Mdh-1) do 4,25 km (dla Ak), Srednio wynosita
ona 2,3 km. Jest to najnizsza warto$¢ wsrdd obliczonych dla roznych transektow przez strefe
mieszafncowa kumakoéw w Europie. Najprawdopodobniej tak waski klin zmienno$ci w okolicy
Stryja jest wynikiem polaczenia rozmieszczenia roznych siedlisk oraz preferencji
siedliskowych kumakéw. Doroste osobniki poszczeg6lnych gatunkéw wykazuja odmienne

preferencje do zbiomikéw wodnych, co wplywa na rozmieszczenie genotypéw w obrgbie
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strefy mieszaficowej; w okolicach Stryja moze to powodowac zmniejszenie wspotczynnika
dyspersji w obrebie ekotonu, a tym samym powodowac zwezenie klina zmiennosci.

W przeciwienstwie do transektéw w Polsce, w okolicach Stryja nie znaleziono
ani asymetrii, ani zwgzenia klina mtDNA, w poréwnaniu z markerami jadrowymi. Odkryto
jednak asymetryczng introgresj¢ genow B. variegata na obszar zajety przez B. bombina,
wzdhuz brzegu rzeki Stryj. Przeprowadzono réwniez szczegdtowe poréwnania wszystkich
pieciu intensywnie badanych transektow przez strefg mieszaficowa kumakéw w Europie,
ktore to stanowia poparcie dla hipotezy zakladajace) wpltyw rozmieszczenia siedlisk
i preferencji ich wyboru na strukture genetyczna strefy mieszaficowej i w konicowym efekcie

na powstanie bariery dla przeptywu genéw pomigdzy zrbznicowanymi pulami genowymi.

Wyzej opisang filogeneze europejskich kumakéw (Hofman i in. 2007) uzupelniono
poprzez zastosowanie filogenetycznych analiz wielogenowych oraz analizy koalescentu,
oraz poprzez znaczne zwickszenie wyjsciowej bazy danych obejmujacej zardwno nowe
osobniki, jak i nowe populacje. Jednym z najwazniejszych celow tej analizy byto
zidentyfikowanie refugiéw glacjalnych i odtworzenie drog kolonizacji dla europejskich
kumakéw po ostatnim zlodowaceniu (Fijarczyk i in. 2011). W tym celu okreslono
zrbznicowanie genetyczne mtDNA dla 950 osobnikéw pochodzacych z 385 stanowisk
w Europie oraz zroznicowanie genéw jadrowych (Rag-1, Nex-1 ) dla znacznej czgsci tych
osobnikéw. Tak ogromny zestaw danych jest unikalny w badaniach filogenetycznych,
nie tylko ptazow, ale réwniez innych grup zwierzat.

Gléwne klady wyodrebnione na podstawie zmiennosci mtDNA byly identyczne
do opisanych wezesniej (Hofman i in. 2007). Znaczaca zmienno$¢ genetyczng genow
jadrowych znaleziono jedynie w potudniowych Karpatach i na Batkanach. Na podstawie
obu rodzajéw markeréw, oprocz B. bombina, wyodrgbniono rowniez trzy grupy B. variegaia.
zamieszkujace Karpaty, Batkany oraz Potwysep Apeninski.

Zidentyfikowano trzy gtéwne obszary bedace refugiami glacj alnymi dla B. variegata
Zokalizowane w potudniowych Karpatach, na Potwyspie Batkanskim oraz w potudniowych
Apeninach. Pojedyncze refugium dla B. bombina znajdowalo sie na nizinach zlokalizowanych
na zachod i pdnocny zachod od Morza Czarnego. Wyniki te podkres$laja, jak wazne byly dla
zwierzat ladowych refugia glacjalne zlokalizowane w Srodkowej Europie, daleko na potnoc
od obszaréw Morza $rédziemnego, uznawanych wezeéniej za jedyne istniejace refugia
glacjalne. Analizy rozktadu zmiennosci genetycznej oraz struktury populacji wyraznie

wskazaly na utratg zréznicowania genetycznego wzdtuz tras rekolonizacji z refugiow
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glacjalnych w kierunku brzegdéw obszar6w wystepowania gatunkOw 1 potwierdzily,
ze ekspansji po okresie zlodowacenia towarzyszyt silny dryf genetyczny. Ponadto nasze
wielogenowe analizy przeplywu genéw pomiedzy Karpackimi i Batkanskimi grupami
B. variegata vjawnily jednokierunkowy przeptyw genéw z Batkanow w kierunku péinocnym,
na obszar poludniowych Karpat.

W celu poznania powigzan filogenetycznych poszczeg6lnych linii mitochondrialnych
wszystkich gatunkéw Bombina, uzyskano ich pelne genomy mitochondrialne
(Pabijan 1 1n. 2013). W sumie przeanalizowano 12 nowych i 6 wczesniej opublikowanych
genomoéw kumakéw Europejskich 1 Azjatyckich. Sktad gendw i ich utozenie w nowo
sekwencjonowaych genomach byl identyczny do opisanych wczesniej, z wyjatkiem unikalnej
duplikacji fragmentu tRNA-Pro oraz ND6 u B. maxima. W obrebie Bombina wystepowaty
dwie wyrazne grupy, tak zwane ‘male’ i ‘duze’ Bombina, a dystans p pomiedzy tymi grupami
wynosit 13-14%, biorac pod uwage cata kodujaca czes¢ mtDNA. B. orientalis okazat
sie¢ najbardziej r6zny w obrebie ‘matych’ Bombina (11,9-12,5% zrdznicowania). Kolejna
dywergencja nastgpita pomiedzy B. bombina i B. variegata (7,9-8,6%). Z kolei B. maxima
stanowit siostrzang grupe do wszystkich pozostatych ‘duzych’ Bombina, a dystans genetyczny
wahat si¢ od 5,4% do 6,2%. Zréznicowanie w pozostatej grupie ‘duzych’ Bombina byto
niewielkie (1,6-2,6%) co pokazuje, ze przynajmniej w kontek$cie mtDNA, B. fortinuptialis,
B. lichuanensis oraz B. microdeladigitora nie rozdzielily si¢ jeszcze catkowicie. Filogeneza
na poziomie wewnatrz gatunkowym pokrywata sie z wezesniejszymi badaniami
(Hofman 1 in. 2007; Fijarczyk 1 in. 2011): B. variegata przeszedt dwa gléwne podziaty linii
mitochondrialnych, pierwszy rozdzielil karpackie B. v. variegata od linii potudniowych, drugi
natomiast oddzielit apeninskie B. v. pachypus od kladu zawierajacego batkanskie B. v. scabra
1 B. v. variegata z zachodniej Europy. W przeciwienstwie do B. variegata, poziom
dywergencji u B. bombina byl niski. B. bombina pochodzace z Anatolii w Turcji byly
siostrzana grupa do péinocno- 1 potudniowo europejskich linii tego gatunku.

Oszacowanie czasu dywergencji rozni sie dla dwoch najstarszych weztow na drzewie
filogenetycznym Bombina. Najwczesniejsza dywergencja wystapita pomiedzy matymi
1 duzymi Bombina (odpowiednio podrodzaje Bombina i Grobina) w srodkowym oligocenie
albo we wczesnym miocenie. Zachodnio-azjatyckie B. orientalis i europejskie
B. bombina + B. variegata oddzielily si¢ we wczesnym lub $rodkowym miocenie. Z kolei
rozdzielenie B. bombina od B. variegata nastapito w pdznym miocenie i nieco poprzedzito

rozdzielenie linii mtDNA batkanskich B. v. scabra oraz wystepujacych w Karpatach
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B. v. variegata. W przypadku Grobina najbardziej genetycznie odrebny B. maxima oddzielil
sie od innych Grobina w potudniowo-wschodniej Azji w pdznym miocenie lub w pliocenie.
Nasze analizy wskazujg rowniez, ze B. fortinuptialis, B. lichuanensis oraz

B. microdeladigitora mogg by¢ geograficznymi formami tego samego gatunku, ktore
rozdzielity sie w wyniku plejstocenskich klimatycznych zmian w poludniowo-wschodniej
Azji. Tymczasem w zachodniej Palearktyce klimatyczne oscylacje byly prawdopodobnie
przyczyng powstania dwoch batkanskich linii mtDNA B. v. scabra oraz allopatrycznego

B. v. pachypus na Pélwyspie Apeninskim.

Kolejne moje zainteresowania badawcze, realizowane w odrebnym zespole
badawczym, obejmowaly analizy molekulame w obrebie slimakéw nalezacych
do nadrodziny Truncatelloidea. Znalezliémy m. in. przedstawicieli Vinodolia fiumana,
gatunku uwazanego za wymarly (Szarowska i in. 2013) oraz opisalismy jego muszlg, tarkg,
miekkie czedci ciata oraz anatomie zenskiego uktadu rozrodczego. Okredlilismy rowniez
pozycje filogenetyczng gatunku na podstawie standardowo uzywanych markerow
genetycznych: oksydazy cytochromowej (COI) oraz 18S rRNA. Ponadto znalezliémy, po raz
pierwszy poza kontynentalng Grecja, przedstawicieli rodzaju Daphniola
(Szarowska i in. 2014a) pochodzacych z dwoch wysp na Morzu Egejskim: Chios oraz Rodos.
Dystans genetyczny pomiedzy osobnikami zamieszkujacymi te dwie wyspy byt zaskakujaco
niski, co sugeruje przynalezno$é tych dwoch populacji do tego samego gatunku, blisko
spokrewnionego z D. louisi z Attyki. Historia geograficzna rodzaju Daphniola byta jednak
skomplikowana. Rozdzielenie sie tych dwdch kladow nastapito okolo 2.8 min lat temu,
do czego przyczynily sie niektére wydarzenia geologiczne, zwigzane gtéwnie z zanikiem
i powstawaniem pomostéw ladowych pomiedzy wyspami i kontynentem w obrebie Morza
Egejskiego.

Dokladniejsze analizy przeprowadzili$my dla rodzaju Pseudorientalia, znanego
wezesniej jedynie z Turcji. Slimaki tego rodzaju zostaty znalezione najpierw na wyspie
Samos (Szarowska i in. 2014b), a nastepnie na wyspach Lesbos 1 Chios (Szarowska i in.
2014c). Populacje z tych trzech wysp charakteryzowat wysoki poziom dywergencji. Dystans
genetyczny pomiedzy poszczegdlnymi kladami byl wystarczajaco duzy, aby uznac populacje
z poszczegdInych wysp za odrebne gatunki (dystans p wahat si¢ od 0,105 do 0,133). Wyniki
te zostaly réwniez potwierdzone przez wyrazne réznice morfologiczne w budowie muszli.
Co wiecej analiza zréznicowania COI wskazywata, ze slimaki z wyspy Lesbos mogg naleze¢

do odrebnego rodzaju, jednak dane morfologiczne nie potwierdzaja tej hipotezy. Nasze
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analizy wskazywaly réwniez, ze dywergencja pomiedzy populacjami Pseudorientalia
nastapita w gémym lub $rodkowym miocenie, kiedy to obszar Morza Egejskiego by czescia
jednolitej masy ladu. Tak wysoki poziom dywergencji moze stanowic relikt wysokiego
poziomu regionalnego zrznicowania, ktore istniato w przesztosci.

Kolejnymi interesujacymi $limakami z nadrodziny Truncatelloidea s przedstawiciele
rodzaju Heleobia, opisanego z Europy, Izraela oraz Ameryki Potudniowe;j. Analizowalismy
ten rodzaj z trzech populacji na wyspie Krecie (Szarowska i in. 2013d). Morfologia zenskich
i meskich narzadéw rozrodezych nie roznita sie, ani pomigdzy badanymi populacjami, ani
w poréwnaniu z blisko spokrewnionymi gatunkami nominalnymi zyjacymi w Europie.

W przeciwienstwie do tego, analiza cech morfologicznych muszli wykazywala nieco
zmiennosci. Wynik ten nie pokrywat si¢ jednak z danymi molekularmymi, ktére to wykazaty
zaskakujaco niski poziom zréznicowania pomiedzy wszystkimi populacjami z Krety,

jak i w poréwnaniu z populacjami Heleobia pochodzacymi z kontynentu. Wyniki te sugerujg
istnienie jedynie jednego gatunku Heleobia zyjacego w stonawych wodach Europy. Taki niski
poziom zréznicowania genetycznego jest niespotykany typowo dla gatunkéw wyspowych

i prawdopodobnie byt konsekwencja niedawnej kolonizacji Krety przez te slimaki.

Powyzsze badania byty wynikiem realizowanych grantéw badawczych. Bylem
kierownikiem trzech grantéw Ministerialnych (KBN, MNiSW, NCN) oraz dwdch projektow
finansowanych w ramach funduszy Instytutu Zoologii Uniwersytetu Jagiellofiskiego. Ponadto

bylem wykonawcg czterech innych grantéw ministerialnych.

Plany na przyszio$é

Logiczna kontynuacja badan nad genomami mitochondrialnymi zab zielonych, beda analizy
kompletnych genoméw wszystkich gatunkéw Pelophylax. Przeprowadzitem juz szczeg6towe
analizy szedciu osobnikdéw zab z Bliskiego Wschodu i Azji Srodkowej. Wyniki zostaty
wystane do druku w Amphibia-Reptilia i sa obecnie w trakcie recenzji. Planujg rowniez
przeprowadzi¢ doktadne analizy filogenetyczne dla genoméw mitochondrialnych wszystkich
gatunkéw z zachodniej grupy zab zielonych, a wigc oprocz wymienionych wyzej, takze dla
P. bergeri z Whoch, P. caralitanus z potudniowej Turcji, P. cerigensis z greckiej wyspy
Karpatos, P. perezi z Potwyspu Iberyjskiego oraz dwoch osobnikéw P. saharicus

odpowiednio z Maroka 1 Tunezji.
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Na zakonczenie badan nad rodzajem Pelophylax, planuje przeprowadzi¢ szczegolowe

analizy wielogenowe. W tym celu zsekwencjonowalem juz dwa fragmenty mtDNA (cytb
i 168 rRNA) oraz 21 gendéw jadrowych dla 84 osobnikéw reprezentujacych 14 gatunkow zab
zielonych zachodniej Palearktyki oraz dla 4 osobnikow P. nigromaculatus z srodkowej Azji.
Wstepne analizy wskazujg na duze réznice pomigdzy genami, zaréwno w poziomie
dywergencji pomiedzy poszczegdlnymi gatunkami (np. prawie niezmienny h3a oraz wysoce
zmienny ragl), jak 1 w topologiach uzyskanych drzew filogenetycznych. Analizy na tak duzej
liczbie genéw naleza do rzadkosci w badaniach filogenetycznych plazéw. Waznym aspektem
takich badan jest ich warto$é poréwnawcza, a takze stanowig one podstawe dla podobnych
analiz dla innych gatunkéw. Badania z wykorzystaniem gendw jadrowych zab zielonych
w polaczeniu z analizg kompletnych genomdéw mitochondrialnych bedg stanowily solidng
podstawe dla dalszych badan, m. in. nad przypadkami 1 konsekwencjami migdzygatunkowej
introgresji mtDNA, ktdre zostaly juz wstepnie opisane dla kilku gatunkéw zab zielonych,
zarOwno z zachodniej jak 1 wschodniej Palearktyki.

Planuje rowniez kontynuowa¢ prace nad slimakami z nadrodziny Truncatelloidea.
Zakonczylismy juz morfologiczne i molekularne analizy $limakow z rodzajow
Pseudamnicola oraz Bythinella z wysp Greckich na Morzu Egejskim oraz Bythinella
z Bulgarii. Wyniki dwdch pierwszych analiz sg aktualnie po pozytywnych pierwszych
recenzjach, odpowiednio w Organisms Diversity & Evolution oraz w Hydrobiologia, wyniki
trzeciej analizy zostaly wystane do ZooKeys. Zajmowali$my sie réwniez innymi rodzajami
z nadrodziny Truncatelloidea, pochodzacymi z Bulgarii: Grossuana oraz
Pseudobelgrandiella, wyniki tych badan sg obecnie w trakcie analiz i przygotowywania
do druku. W celu pelnego rozwigzania filogenetycznych pokrewienstw pomiedzy gtownymi
rodzajami nadrodziny Truncatelloidea planujemy otrzymac kompletne sekwencje genomow
mitochondrialnych oraz kilku genéw jadrowych. Badania tego typu beda pionierskie dla tej
grupy shmakéw.
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b) Oméwienie pracy dydaktycznej, organizacyjnej i dzialalnosci popularyzujacej nauke

W czasie zatrudnienia na Uniwersytecie Jagiellofiskim prowadzitem zajecia w ramach
éwiczen z Zoologii Kregowcéw, Ewolucjonizmu, Histologii, Technik histologicznych oraz
zajeé terenowych z Zoologii Krggowcow. Prowadzitem rowniez proseminaria dla studentow
III roku Biologii, Biologii-geologii 1 Ochrony Srodowiska. W latach 2009-2010 prowadzitem
wyktady i éwiczenia z zoologii kregowcow w Podhalanskiej Panstwowe] Wyzszej Szkole
Zawodowej w Nowym Targu. Bytem opiekunem naukowym o$miu prac licencjackich

i sze$ciu magisterskich. Kolejne dwie prace licencjackie i dwie magisterskie zostang

ukonczone w 2015 roku.

W latach 2008-2012 bylem cztonkiem Rady Instytutu Zoologii, jako przedstawiciel
niesamodzielnych pracownikéw naukowo-dydaktycznych. Bytem réwniez koordynatorem
pracowni powstajacej w ramach projektu POIS - Rozbudowa i modernizacja infrastruktury
dydaktycznej na kierunkach przyrodniczych i $cistych UJ. Wielokrotnie bratem udziat
w organizacji Nocy Biologéw w Instytucie Zoologii w Krakowie. Bratem rowniez udziat
w przygotowywaniu materiatow promocyjnych dla Wydziatu Biologii i nauk o Ziemi oraz

kierunkow studiéw w roku 2015.

W ramach dziatalnosci popularyzujacej nauke napisatem trzy artykuty do czasopisma
Wszechswiat (Hofman 1999, Hofman i Osikowski 2005, Osikowski i Hofman 2005). Jestem
réwniez autorem czesci biologicznej w encyklopediach przeznaczonych dla ucznidéw szkot
podstawowych (Gorska A. (red.) i. in. 2003) i szkot gimnazjalnych (Gawel L. (red.)

i in. 2001) oraz Encyklopedii Populamej (Karolczuk-Kedzierska M. (red.) i in. 2003). Jestem
rowniez autorem tekstu ksiazki ,,Zwierzeta Swiata” (Hofman 2003). Jestem wspotautorem
dwoch podrecznikow dla szkét ponad gimnazjalnych (Godula i in. 2005; Kedryna i in. 2013).
Bylem réwniez cztonkiem zespotu ttumaczy podrecznika do biologii (Solomon 1 in. 2007).
Wielokrotnie bratem udziat w prezentacjach naukowych w ramach Nocy Biologow i Nocy
Naukowcow w Krakowie. Bratem réwniez udziat w organizacji zaje¢ w ramach

. Uniwersytetu dzieci”.
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