Ocena pracy doktorskiej p. mgr. Magdaleny Swislockiej
pt. ,,Struktura genetyczna populacji losia (Alces alces) w dolinie Biebrzy”

Jesli zréznicowanie miedzy udomowionymi rasami i odmianami roslin i zwierzat przewyzsza
obserwowane w naturze, a powstato przez wybidrcze kojarzenia (selekcje) dokonywane
przez hodowcdéw, dlaczego podobny proces nie mogltby przebieg w naturze? Odkryty przez
K. Darwina proces selekcji naturalnej zaktadat istnienie dziedzicznej zmiennosci w
populacjach lezacej u podtoza adaptacji, i dodaliby$Smy dzis, potencjatu ewolucyjnego.
Jednak przez cate stulecie, jedynym argumentem za stusznoscia wniosku o genetycznym
podglebiu, byta mozliwos¢ zmiany dowolnych cech organizméw przez selekcje sztuczna.
Dtugi spér o struktur¢ genetyczng populacji naturalnych, Muller contra Dobzhansky, czyli
jednolito$¢ versus rozmaitos¢ genowa rozwigzaty nowe techniki badawcze: elektroforeza
biatek (allozyméw, 1966) sekwencjonowanie DNA (1983), i dzisiejsze badania genomowe,
wskazujac, ze norma biologiczng jest zmiennos$¢. Funkcjonalne (adaptacyjne) znaczenie
wykrytej zmiennosci sekwencji DNA pozostato enigmatyczne, ‘the jury is still out’. Muchy,
we wspomnianym sporze odegraly bezprecedensowa rola, warta wspomnienia z uwagi na
sasiedztwo Litwy, gdzie ‘much dostatek’ (Mickiewicz 1834). Jesli muchy sa organizmami
modelowymi, czy w takim przypadku, tosiem (fosiami) w ogdle warto si¢ zajmowac?

»Niech z bolu ryczy ranny tos...” jest raczej luzna parafrazg z Hamleta. Inni ‘deer’ thumacza
jako jelen (Baranczak) lub rogacz (Stomczynski)’. Konfuzja lingwistyczno-taksonomicza,
przywodzi na mysl pytanie naturalisty Gilberta White’a, 18. wiecznego anglikanskiego
duchownego, ktory po zbadaniu padlej w niewoli samicy tosia, w liscie do Thomasa
Pennanta pyta: ,,whether you think still that the American moose and European elk are the
same creature”. G. White, przezwyciezajac fetor padiej klempy dokonuje ogledzin i
pomiarow dziwacznego stworzenia, zdaje raport adresatowi, wyznajac iz ,,the putrefaction
precluded all further curiosity”. Dowiadujemy si¢ takze, ze whasciciel miat nadzieje uzyskac
potomstwo krzyzowki jelenia (red deer) i tosia (elk), w co White watpit - ,,their inequality of
height must have always been a bar to any commerce of the amorous kind”.

Doktorantka, wyposazona we wspoélczesne teorie, techniki badawcze i narzedzia analityczne
stawia zasadniczo to samo co White pytanie: czy tosie biebrzanskie sg tymi samymi co gdzie
indziej stworzeniami (ewoluononami)? Bada i analizuje struktur¢ genetyczng populacji tosia
w dolinie Biebrzy na tle populacji sasiednich.

Praca doktorska p. mgr Magdaleny Swistockiej liczy 210 stron o uktadzie standardowym:
Wstep, Materiat i metody, Wyniki, Dyskusja zakoficzona Podsumowaniem, Literatura (345
pozycji), Tabele (30) i Ryciny (17). Prace poprzedzaja: Podzigkowania, Uwagi wstgpne, z
ktorych dowiadujemy sig, ze wybrane elementy pracy zostaty wczesniej opublikowane w
czterech pracach (nazwisko doktorantki wystepuje na pierwszym miejscu) oraz Streszczenie
(2.5 strony).

Praca ma wyrazny, bardzo dobrze przemyslany uktad. I tak, poniewaz obecny zaséb
zmiennosci ksztaltowaty rozmaite procesy genetyczne i demograficzne (ewolucyjne),
przebiegajace w roznej skali czasowej, doktorantka przedstawia we wstepie histori¢ zmian
zasiggow gatunkéw wywolanych plejstocenskimi oscylacjami klimatycznymi. Okresowe
kurczenie si¢ i rozszerzanie zasiegoéw zostawito wyraznie §lady we wzorach zmiennosci,
umozliwiajacych m.in. odtworzenie pochodzenia populacji Europy srodkowej i pdtnocne;j
oraz drog rekolonizacji z refugiow glacjalnych potozonych bardziej na poludniu. Genetyczne
skutki zmian zasiggdw dobrze opisuja rozmaite modele populacyjno genetyczne; izolacja



populacji w refugiach prowadzi do zréznicowania pod wplywem dryfu i doboru, a ponowne
zetknigcie si¢ genetycznie odmiennych populacji tworzy wtdrne strefy mieszancowe, mogace
ogranicza¢ przeptyw gendéw. Interesujacym procesem jest takze surfing genetyczny, moze
szybko zwigkszy¢ czg¢stos¢ wariantdw w procesie ekspansji przestrzenne;.

Waznym sktadnikiem rozmaitosci wewnatrzgatunkowej i wyznacznikiem potencjatu
ewolucyjnego, jak podkresla doktorantka, sa populacje reliktowe. Cechuje je m.in. mata
liczebno$¢, zmienno$¢ i izolacja przestrzenna czy odrgbnos¢ genetyczna. Cho¢ sg one
szczegolnie zagrozone, nieuchronnosé ich wyginigcia, jest watpliwa; ochrona identyfikowa-
nych populacji winna by¢ priorytetowa.

Populacje odseparowane w dtuzszej skali czasowej przeksztalcaja si¢ w tzw. ESU, jednostki
wazne ewolucyjne, posiadaja zazwyczaj whasne lokalne adaptacje, chronione ograniczonym
przeptywem genoéw wskutek izolacji. Sg to takze, z praktycznego punku widzenia, tzw. MU,
jednostki zarzadzania, a cechuje je autonomia demograficzna. Zdaniem doktorantki, odkrycie
zlozonej struktury przestrzennej populacji naturalnych, czego konsekwencja jest stworzenie
takich poje¢ jak ESU czy MU, jest ogromnym osiagnigciem filogeografii; pojecia te maja
bezposrednie przetozenie na dziatania Migdzynarodowej Unii Ochrony Przyrody i Jej
Zasobow, opracowanie tzw. Czerwonej Ksiggi gatunkow, a takze postulaty, ratyfikowanej
przez Polske, Konwencji Bernenskie;.

Omowienie rozmaitych klas marker6w molekularnych i ich zastosowania w badaniach
populacyjnych, przygotowuje tlo i uzasadnienie przysztych badan. Poniewaz rozmaite
segmenty genomu daja odmienny wglad w strukture genetyczna, i podlegaja innym procesom
ewolucyjnym, w zaleznosci od N., sposobu dziedziczenia, tempa mutacji, dryfu i doboru,
najlepiej bada¢ rdwnoczesnie rozmaite klasy markerow.
Dwudziestopigciostronicowy Wstep konczy opis historii populacji tosia na §wiecie i w
Polsce, oraz sformutowanie trzech celi pracy:
1. Okreslenie struktury genetycznej unikalnej (unikatowej) populacji biebrzanskiej za pomoca
rozmaitych marker6w molekularnych
2. Wyznaczenie czynnikéw wptywajacych na obecne zréznicowanie migdzypopulacyjne
w Polsce.
3. Okreslenie zrédet i kierunkow powojennej ekspansji tosia w Polsce za pomoca réznych
klas markeréw i o réznym sposobie dziedziczenia.

W Materiatach i metodach (37 stron) przedstawia autorka najpierw obiekt badan: taksonomie
gatunku Alces, z dwoma opisanymi gatunkami A. alces i A. americana, geograficznym
zrdznicowaniem chromosomowym (2N=68 lub70), indelem segmentu CR w mtDNA, jak

1 rozmaite opinie badaczy nt. rzeczywistej liczby gatunkow (1-3). Nastgpnie opisuje biologi¢
tosia, sezonowe i dlugodystansowe migracje osobnikow, oraz teren badan tj. obszar poboru
prob, ktérych potozenie i wielkos¢ dobrze reprezentuja zasieg i lokalng liczebnos¢ tosi w
kraju, (27 miejsc), dodatkowe dwie pochodza z Litwy i Niemiec. Proby z optymalnego dla
tosia srodowiska dol. Biebrzy, zasiedlanej przez unikatowsa lini¢ ewolucyjng stanowity ok.1/4
wszystkich prob. Lacznie, proby wspoétczesne (odchody, tkanki lub pozostatosci tkanek) oraz
muzealne liczyly kilkaset sztuk.

Opis analiz genetycznych zawiera procedury izolacji DNA genomowego, dostosowane do
rodzaju pobranego materiatu. Nieinwazyjna metoda, izolacji DNA z odchodéw losi opisana
jest odrgbnie. Dodajmy, ze od jakosci uzyskanego DNA zalezy sukces dalszych analiz.



Doktorantka zastosowata 3 kategorie markeréw DNA: mtDNA, markery chromosoméw plei
(X, Y), oraz chromosomoéw autosomalnych (mikrosatelity, oraz MHC II DRB). Kolejno
przedstawia je i charakteryzuje. W obrebie mtDNA amplifikowata metodg PCR fragment
szybko ewoluujacy segment CR, réznej dtugoscei, 607, 351, lub 237 bp, w zaleznosci od
jakosci DNA, a dla reprezentatywnych haplotypow takze cyr b 1140 bp.

Markery chromosomoéw pici, umozliwiajace sledzenie udziatu samcow w populacjach, czy
plciowo-zaleznej dyspersji, obejmowaty sekwencje YCATS (zlokalizowane w chromosomie
Y). Z 8 wybranych segmentow, 6 dato produkty i czytelne sekwencje. Autorka przeprojekto-
wala startery i przeprowadzita szczegdtowe analizy dla polimorficznego DBY14 (154 bp).
Ponadto-badata fragment genu SRY (472 bp), projektujac nowe startery w oparciu o
sekwencje z GenBanku. Dla chromosomu X wybrata segment Zfx (523 bp); opracowatla takze
sposob uzyskania amplikonu tego fragmentu u samcow.

Celem identyfikacji alleli wysoce polimorficznych mikrosatelitow, sprawdzita najpierw 38
par starterow. Tylko 11 loci dato czytelne i powtarzalne odczyty. Loci te amplifikowata w
dwu multiplexach, w jeden wkomponowata odcinek genu SRY, co umozliwito identyfikacje
ptci w probach biologicznych. Dla MHC II DRB badata polimorficzny segment 226 bp.
Sposoby amplifikacji, oczyszczania amplikondw, reakcji sekwencjonowania, dokonywania
odczytow opisane sa w kolejnych akapitach.

Druga cze$¢ Materiatdéw i metod zawiera przeglad analiz statystycznych stosowanych w
pracy. Rozpatruje najpierw sposob pobierania prob mogacy prowadzi¢ do zanizenia czgstosci
heterozygot (tzw. efekt Wahlunda), po czym przestawia sposoby uniknigcia biedow
genotypowania czy sekwencjonowania. Fragment ten jest opisany bardzo dobrze. Dalej
podaje miary zmienno$ci wykorzystujace sekwencje nukleotydéw dla oszacowania stopnia
zréZznicowania wewnatrz i mi¢dzy populacyjnego, nastepnie odpowiednie statystyki dla loci
mikrosatelitow, i programy wykorzystane do obliczen. Statystyki F' czy R mierza m.in.
zrdznicowanie i odstgpstwa od kojarzen losowych. Wykorzystata takze macierze dystanséw
genetycznych, i fizycznych migdzy populacjami do testowania prostego modelu izolacji
przez odlegtosé (IBD). W graficzne przedstawienie zroznicowania mig¢dzy populacjami
zaprzggla analizg skladowych gléwnych, wariancji molekularnej (AMOVA) i program
STRUCTURE. Pozwalaja one na badanie wzoréow geograficznych i oceng sktadowych
elementéw wariancji genetycznej.

Kolejnym elementem analiz jest ocena pokrewienstwa genetycznego, wspotczynnika r, co
umozliwiajg programy Kinship, korzystajace z wielogenowych genotypow. Stopien wymiany
genoéw wraz z identyfikacjg migrantow, tj., genotypoéw niepasujacych do lokalnej struktury,
genetycznej jest logicznym nastepstwem analiz. Czgs¢ segmentdw genomu moze podlegad
nie tyle zmianom losowym, wynikajacym ze zmian demograficznych, Ne, lecz podlegac
selekcji. Poszukiwanie odstepcow (outliers), loci, ktorych zréznicowanie przewyzsza
neutralne tto umozliwit autorce program LOSITAN; oczywistym kandydatem byl locus MHC
II DRB, ttem 11 loci mikrosatelitow.

Do analiz filogenetycznych sekwencji mtDNA i konstrukcji dendrogramow stosowata
doktorantka 3 podstawowe metody NJ, ML, BI. Wykorzystuja one albo dystanse genetyczne,
albo modele ewolucji sekwencji. Metody wielokrotnego prébkowania pozwalaja takze na
szacowanie poparcia dla okreslonych galezi, a bardziej zaawansowane algorytmy na
datowanie dywergencji grup. (Niniejsza praca stosuje znacznie prostsze datowanie
poréwnawcze). Alternatywng metoda ujmowania podobienstw sg sieci haplotypéw metoda
MS minimalizujacej liczbe réznic. Ograniczeniem metody MS jest rekombinacja, stad



autorska sieci skonstruowata dla tylko dla segmentow mtDNA oraz DBY14
(nierekombinujacy segment Y).

Sekwencji nukleotydowych niosg takze informacje historyczne o zmianach demograficznych
populacji. Opisuje je kilka statystyk, a takze rozktad liczby r6znic nukleotydow miedzy
sekwencjami (mismatch distribution), ktéra doktorantka wykorzystata do w pracy (programy
Arlequin i DnaSP w wersji uwspotczesnione;j.

Do projektowania starteréw, czy w rozmaitych analizach, gdzie jest to wskazane, positkuje
si¢ autorka sekwencjami zdeponowanymi w GenBank-u, sa to albo dodatkowe sekwencje losi
z innych region6éw, albo homologi najblizszych krewniakow tosia (sarny, jeleni, bydta).

Prezentacje Wynikow otwiera perspektywa mtDNA, jego zmiennos$¢, dywergencja
haplotypéw i struktura. Dla wspétczesnych tosi uzyskata autorka 612 sekwencji CR i
przylegajacego tRNA uzyskata autorka dla 588 prob (osobnikéw) z Polski, 15 z Litwy i 9 z
Niemiec, (razem 612) znajdujac 12 haplotypow; wsrdd nich najczestszym byt opisany przez
nig haplotyp H1 ‘biebrzanski’; wykryta takze 4 haplotypy ‘skandynawskie’. Najczestszymi
byly H1 (0.36) oraz H2 (‘finski’). Korygujac nadreprezentacje populacji biebrzanskich,
wybrata 433 osobnikéw z 12 populacji; w nich dominowat haplotyp H2 finski, drugim byt
biebrzanski H1; facznie trzy haplotypy finskie znaleziono u 50% osobnikow. Zaskakuje, ze
wywodzacy si¢ od najwyzej 3 introdukowanych z Biatorusi klemp haplotyp kampinoski
odkryto az u 20% tosi. W badanym segmencie 27 pozycji byto polimorficznych, dajac
h=0.758, = =1.3; haplotypy r6znity si¢ srednio 7.3 tranzycjami. Szczegélowe analizy
zmiennosci przeprowadzita doktorantka dla 13 populacji ze zwartego zasiegu tosia. Sktad
haplotypowy (od 2-6), ich czg¢stos¢ i odrgbnos¢ wykazatly spore zréznicowanie, stad jego
miary, @s 1 Fy, dlaok. 50 % porownywanych par, byly wysokie, sugerujac ograniczenie
przeptywu gendéw w linii zenskie;j.

W prébach muzealnych pochodzacych od 92 tosi, sekwencje 351 bp fragmentu doktorantka
zidentyfikowata az 10 haplotypdw, z 22 miejscami polimorficznymi, #=0.702, = =1.6, ktore
réznily si¢ Srednio 5.7 tranzycjami. Jednego z haplotypow muzealnych H18, nie odszukano w
populacji wspoélczesnej, a 3 we wspodtczesnych w prébach muzealnych. Jednak i w 5-cio
krotnie mniejszej probie zréznicowanie jest wysokie.

Sekwencje cythb uzyskatla autorka dla 20 tosi, po 1-3 dla zidentyfikowanych haplotypéw CR,
wykrywajac 4 warianty, wszystkie 5 substytucji stanowily tranzycje.

Po okresleniu najlepszego modelu ewolucji dla CR, cytb oraz sekwencji potaczonych,
skonstruowata drzewa NJ, ML i BL. Drzewa dla CR jednoznacznie umieszczajg 12
zidentyfikowanych haplotypéw w obrebie haplogrupy europejskiej Hundertmarka et al.
(2002). Haplotypy opisane w niniejszej pracy tworza 2 gatezie: nazwane Centralna Europa
(CE) i Ural. Klad CE obejmuje 3 gatezie: Biebrza, Polesie i Fennoscandia (tu przynalezy
kampinowski haplotyp H11). Topologi¢ drzewa BI rézni jedynie odmienny uktad
haplotypéw kladu CE. Krétszy odcinek CR (351 bp), mimo znacznej utraty informacji,
uzyskany dla okazow muzealnych dat taki sam obraz stosunkéw haplotypéw w drzewach NJ
1 ML. Dychotomig haplogrupy europejskiej i trichotomie kladu CE, obejmujacej gatezie
Biebrza, Polesie i Fennoscandia potwierdzity rowniez drzewa NJ, ML i BI, skonstruowane
dla cytb+CR (tacznie 1747 bp). Podobne rezultaty uzyskata doktorantka konstruujac sieé
haplotypow. Sieci te lepiej od ukorzenionych drzew obrazuja stopien dywergencji
haplotypow; np. biebrzanski H1 r6zni 11 substytucji od najblizszego H11 z gatezi
Fennoscandia, a te od uralaskich oddziela 10 substytucji. Odrebnosé¢ haplotypéw grupy
azjatyckiej od europejskiej uwypukla co najmniej 30 substytucii.



Datowanie czasu dywergencji kladow mtDNA oparta autorska na wartosciach Da,
przyjmujac literaturowe szacunki tempa ewolucji dla CR i cytb u Cervidae i bydia
domowego. W takim ujeciu dywergencja kladow Centralna Europa i Ural nastapita przed ok.
138 000 laty, a zréznicowanie trzech gatezi CE nieco pdzniej, ok. 130 000 1.t. Tempo bydlece
daje odpowiednio 47 570 i 46 780 lat. Wszystkie wartosci majq szerokie przedzialy ufnosci.

Rozktady liczby r6znic (MD) dla réznych grup haplotypéw (Polska, klad CE, galezi
Fennoscandia oraz Biebrza) sg wielo-, dwu- lub jednomodalne. L-ksztattny rozktad gatezi
Biebrza wskazuje na ekspansje demograficzng i przestrzenna, co potwierdzaja odpowiednie
parametry Tau, Theta0 i Thetaloraz testy. Dwa tempa substytucji 4 lub 8 %/1 mln lat datuja
biebrzanski wzrost demograficzny na 8 826 lub 4 413 1.t., a ekspansj¢ przestrzenng na 320
lub 160 1.t. Analizy krétszego odcinka CR mtDNA, 351 bp, przesuwaja daty dwu zjawisk
bardziej wstecz na 15 262 lub 7 631 1.t. oraz 463 lub 232 1.t.

11 loci mikrosatelitow dato niskg frekwencje alleli zerowych, stad dalsze analizy oparla
doktorantka na tej grupie loci. Niekompletne dane dla locus obejmowaty maksymalnie 16.8%
wszystkich osobnikow tj. 386 reprezentujacych 14 populacji. Zmienno$¢ mikrosatelitow
okazata si¢ wzglednie wysoka, od 7-15 alleli na locus, tacznie 119, potowa z nich miata
niskie czestosci. Wartosci H, i He byty wysokie i zblizone, cho¢ w 10 populacjach istotnie
rozne. Zréznicowanie miedzypopulacyjne byto mate Fsr =0.03, lecz istotnie roézne od zera,
wskazujac na nieznaczne ograniczenie przeptywu gendw. Na tle pordwnan migdzy parami
populacyjnych wyrdznia si¢ populacja PKN. Zréznicowania mi¢dzypopulacyjnego nie
wyjasnia izolacja przez dystans.

Analizy pokrewienstw wykazala niskie wspdtczynniki 7, tj. niespokrewnienie osobnikow w
populacjach, wewnatrzpopulacyjne poréwnania w parach ujawnily niski udziat krewnych (5-
22%), uktady rodzic — potomek sa rzadkie (zaledwie 0.23% par), najczgsciej krewni to
kuzyni (4.95 % par).

Analiza sktadowych gltéwnych zastosowana do zr6znicowania @st mikrosatelitow i CR,
pokazata 4 grupy populacji: 1. zwigzana jest z biebrzanskim haplotypem H1, 2. laczy
populacje wzdtuz wschodniej granicy kraju i z Litwy, 3. laczy 4 inne populacje, 4. KPN
pochodzaca z introdukowanych tosi biatoruskich. Podobne analizy przeprowadzono dla Fst
CR, oraz Rst mikrosatelitow, ktory ukazaty zasadniczo zbiezne grupy populacji, podkreslajac
odrgbnos¢ niektoérych

ANOVA zmiennosci sekwencji CR zaktadajaca 1 populacje¢ najwigksze zrédto zmiennosci
przypisuje zmiennosci wewnatrzpopulacyjnej, potem migdzypopulacyjnej, a w przypadku
mikrosatelitow prawie cata zmienno$¢ koncentruj¢ si¢ wewnatrz populacji.

SAMOVA dla sekwencji CR i mikrosatelitow wskazata na 7 grup, maksymalizujac
zréznicowanie migdzypopulacyjne i minimalizujac wewnatrzpopulacyjne.

Z kolei program Structure wskazal na dwie genetycznie odmienne grupy, pierwsza ma
rodowod wschodni, druga biebrzanski.

W wybranych 11 parach sasiednich populacji dla CR srednia Nm=1.83 odpowiada 3-4
migrantom na generacje; dla mikrosatelitow Nm==8.1, wartos¢ wskazujaca na swobodny
przeptyw genéw. Jednak poréwnania dwu klas markeréw, dla 4 par populacji sugeruja
wigksza efektywna dyspersje samcow.

GenClass2 sklasyfikowat16 tosi jako prawdopodobnych migrantow, domlnuj aca tendencja
jest dyspersja ze wschodu na zachdd.



Z 7. genow zlokalizowanych w chromosomie Y, tylko jeden DBY14 byt polimorficzny, z 4.
haplotypami wykrytymi dla 231 samcéw z Polski i 13 spoza niej, w tym z Syberii. Wariant
H1 byl najczestszy, niestety populacje nie wykazaty zréznicowania migdzypopulacyjnego.
Doktorantka skonstruowata sie¢ filogenetyczna dla DBR14, wykorzystujac wlasne sekwencje
homologu sarny europejskiej i syberyjskiej, oraz 4 gatunkéw Bovidae. Jak mozna bylo
oczekiwaé z taksonomii, tosie grupuja si¢ z sarnami, bowidy sa oddzielone.

Sekwencja intronu Zfx specyficzna dla chromosomu X, nie data polimorfizméw ani u 11
samic ani 13 samcéw z roznych populacji, stad nie prowadzono dalszych badan.

Segment MHC II DRB dal 9 alleli dla 196 tosi z Polski i 16 z Litwy. Dwa allele DRBI1*11 i
DRBI*] sa nowe dla tosia. W populacjach wystgpuje od 5-8 alleli, trzy najczestsze warianty
sa najczgstsze i spotkane we wszystkich populacjach, heterozygoty dominuja, stad wysoka
wartos$¢ ©h=0.7-0.8, znaczna 7=1.4-1.6%. Roznic migdzypopulacyjnych nie mozna
wytlumaczy¢ doborem pozytywnym (program LOSITAN), jednak locus ten moze podlegaé
doborowi rownowazacemu, faworyzujacemu heterozygoty. Populacja biebrzanska (BIE)
odbiega od pozostatych, na co wskazuje wartos$¢ Fst w porownaniach par populacji, czy
skrajna pozycja BIE wzglgdem osi gtownych.

Koncowe dwa podrozdziaty Wynikoéw zawieraja: zestawienie charakterystyki reliktowej
populacji tosi w dol. Biebrzy oraz opis subpopulacji w trzech jej basenach, gornym,
srodkowym 1 dolnym. Proba biebrzanska (N=155), z 4 haplotypami CR (lokalnym H1 i 3
finskimi H2, H3, H4) jest mato zmienna (#=0.33, 7=0.564%), dominuje haplotyp H1 (0.81),
odmienny (9-13 réznic) od blizszych sobie finskich (4-6 r6znic); muzealne préby sprzed 12
lat nie zawieraja H3 i H4, sugerujace ich niedawne przywedrowanie w czasie memorandum
ochronnego. Biebrzanski haplotyp jawie si¢ jako wyjatkowy odszczepieniec w centralnej
Europie, sladem reliktowych autochtonoéw i dtugotrwatej ich izolacji. Taka interpretacje
popieraja: wariant H2-DBY14, nie wystgpujacy poza Biebrza i KPN, ani Polska, dwa lokalne
warianty MHC II DRB, mikrosatelity o najwigkszej sredniej liczbie alleli, oraz wysokie miary
Dgr1i Fsr dla CR w stosunku do najblizszych, jak i dalszych populacji. Ograniczenia
przeptywu linii matriarchalnej nie wykazuja markery biparentalne. W basenach
biebrzanskich, czgstos¢ haplotypu H1 rosnie z N na S, spada wigc réznorodnos¢ 4 i « dla CR.
Mikrosatelity daja obraz odwrotny; w basenie gérnym zidentyfikowata doktorantka
najwyzszy odsetek krewnych. Wyrazne zréznicowanie @st miedzy basenami dla CR
wskazuje ograniczony przeptyw haplotypow mtDNA.

Dyskusje rozpoczyna przywotanie zasady zgodnosci genealogicznej i jej czterech aspektow
przemawiajacych za istnieniem gl¢bokiej, nie plytkiej, struktury filogeograficznej populacji.
Analiza dywergencji mtDNA wysuwa si¢ na pierwszy plan, poniewaz nie podlega on
rekombinacji i szybko gromadzi mutacje. Wszystkie wykryte warianty 601 bp CR mtDNA
(12) lokuja si¢ w grupie Europejskiej Hundertmarka et al (2002), odmiennej od Azjatyckie;j,
co wskazuje na ich niezalezna historie ewolucyjna, a w jej obrebie dwa klady, z
domniemanymi refugiami LGM w Europie i wschodniej czgsci zasiegu. Mozna je uznaé za
odrgbne ESU. Kolejno omawia autorka czasowy aspekt dywergencji na tle zmian
klimatycznych, oraz poréwnan z innymi gatunkami (pokrewna sarng), poszukujac zgodnosci
filogeograficznej (aspekt III wymienionej zasady). Klad CE z trzema galeziami cechuje duza
réznorodnos¢, zachowana zapewne w odrebnych refugiach, na co wskazuje bimodalny
rozktad réznic (niedopasowan) nukleotydowych, i dane paleontologiczne z klasycznych
refugiow. Z batkanskich i karpackich ostoi zapewne pochodza tosie Europy centralnej i
pbéinocnej, te z ostoi apeninskiej wygingty. Polske zasiedlily takze tosie szeroko



rozprzestrzenionego kladu Ural (z refugium na potudniu od Uralu), ktory jak i inne gatunki
ssakdéw wykazal gwattowna postglacjalng ekspansj¢ demograficzng i przestrzenna linii
matczynych. Wkiad karpackich ostoi w ksztaltowanie sktady jest zdaniem autorki
niedoceniany; w ostoi tej niewatpliwie przetrwaty liczne populacje/gatunki o wiasnych
adaptacjach. Szczatki kopalne z Karpat i Batkanéw dobitnie §wiadcza o przesunigciach
zasiegu w nastepstwie zmian $rodowiskowych, przeksztatcen krajobrazu i roslinnosci w
obnizeniach terenéw powstajacych dolinach rzecznych. Czas ekspansji demograficznej
przypadat na okres borealny holoceny, ktorej slady w grupie Biebrza pokazuja parametr Tau
i uyjemna warto$¢ testu D Tajimy. Ekspansja przestrzenna tej grupy jest jednak bardzo
swiezej, najwyzej kilkusetletniej, proweniencji.

Losie polskie wywodzag si¢ z kilku linii, przybylych z odmiennych kierunkéw, co przyczynito
sie do ich zwigkszonej réznorodnosci w strefie wtoérnego kontaktu w SN Polsce. Podobny
wzrost zmiennosci na tym regionie obszarze cechuje inne gatunki ssakow. Losie tworza dwa
genetycznie odmienne klastery populacji, potnocny (dominujg H1 i H2) oraz potudniowo-
centralny (dominuja H3 i kampinowski H11).

Kolejny podrozdzial omawia reliktowy charakter biebrzanskich populacji, podkreslajac
odrgbnos¢ i niewielka zmienno$¢, na gwattownej redukcji liczebnosci tosi do kilkunastu
osobnikéw w rezerwacie Czerwone Bagno. Haplotypy rzadkie stanowia zagadke, by¢ moze
pochodza od osobnikow ktore przetrwaly dewastujacy efekt I wojny w matych lokalnych
populacjach (np. Polesie), lub tez przywedrowaty albo pochodza z introdukcji. Zgodny obraz
daja takze sekwencje genow jadrowych, a utrzymywanie si¢ polimorfizméw MHCII DRB o
znanej funkcji moze mie¢ zwigzek z doborem rdownowazacym czy wzrostem zaggszczenia
tosi na terenach chronionych. Mikrosatelity pokazujg rozmaite struktury genetyczne populacji
lokalnych panmiktyczne z jednej, zinbredowane z drugiej, w ktorych rzeczywiscie
zidentyfikowano osobniki spokrewnione ze soba, najczesciej kuzynow, rzadko rodzica i
potomka.

Populacje biebrzanska przekonuje autorka rozprawy nalezy uznaé za relikt biogeograficzny
(Lomolio et al. 2006), zw. reliktem wlasciwym, a w komplementarnym uj¢ciu (Zimmermann
et al. 2010) za relikt genetyczny, plejstocenska populacj¢ reliktowa skraja zasiggu. Powinna
zyskac status specjalnej jednostki zarzadzania (MU), gdyz jest odrebnos¢ genetyczna nie
ulega watpliwosci i jest niezalezna demograficznie od innych populacji. Stanowi wazny
sktadnik zmienno$ci wewnatrzgatunkowe;j i potencjatu ewolucyjnego, zatem w mysl
Konwencji Genewskiej winna podlega¢ ochronie. Dyskusje zamyka podrozdzialy
rekonstruujacy powojenng histori¢ fosi w Polsce i opis wysokiego genetycznego
zréznicowania migdzypopulacyjnego migdzy nimi. Doktorantka przedstawia kilka thumaczen.
Populacje przeszly przez waskie gardto w czasach historycznych; dryf wzmocnit
zroznicowanie. Telemetria wskazuje na filopatri¢ obu pici, jednak w niniejszej pracy markery
dowodza ograniczonej dyspersji klemp w wigkszosci badanych populacji. Dwukierunkowa
ekspansja moze rowniez prowadzi¢ do wzrostu zréznicowania; sugerujac ztozone
pochodzenie populacji, na ktorych autochtoniczej strukturze genetycznej naptyw losi z Prus
Wschodnich i Polesia, wycisna¢ mogt wyrazne pigtno. Podsumowanie konczy prace.

Prace p. mgr. Magdaleny Swistockiej czytatem kilkakrotnie, zawsze z wielkim
zainteresowaniem i podziwem dla kilku aspektéw: tematyki, tta teoretycznego, rozmaitosci
technik laboratoryjnych eksplorujacych zmiennos$¢ rozmaitych segmentéw genoméw w
$wietle oczekiwan, ogromu wlozonej pracy, zapewne frustrujacej nieskutecznoscig usitowan
czy brakiem interpretowalnej zmiennosci. Praca, dotyczaca waznego zagadnienia, o
konsekwencjach praktycznych dla ochrony tosi, napisana jest bardzo dobrym, zrozumiatym



jezykiem. Dwie czesci pracy zostaly juz opublikowane, trzecia zostanie zapewne szybko
przygotowana do druku.

Doktorantka musiata opanowac rozmaite techniki analizy genomu, izolacj¢ DNA ze
zroznicowanego materiatu, amplifikacje wybranych fragmentéw, sekwencjonowanie czy
genotypowanie mikrosatelitow. Ponadto uzyskata bieglos¢ w roznych sposobach analizy
zmiennosci i struktury populacji. Byly to m.in. konstrukcje dendrograméw, sieci haplotypow,
analizy zréznicowania wewnatrz i miedzygatunkowego, oparte o modele genetyki
populacyjnej i analizy wariancji genetycznej, wreszcie datowanie dywergencji i
wnioskowanie o przemianach demograficznych w dlugiej czy krétkiej skali czasowe.
Pokonata liczne przeszkody, omingta rafy i mielizny, przestawiajac prace swiadczaca
réwniez o opanowaniu przez Nig teorii kilku odrgbnych dziedzin, na ktorych zasadza sig
filogeografia i biologia konserwatorska. Cytuje ogromna liczbg prac zrédtowych (345).

Jej praca pod mato oryginalnym tytutem, odkrywa nie tylko ztozonos¢ i zawitoscei struktury
genetycznej krajowych tosi, lecz takze poszukuje jej zrodet eksplorujac i testujac
alternatywne hipotezy. Dobrze poznana i udokumentowana struktura genetyczna losi domaga
si¢, moim zdaniem, podejscia genomowego, do ktoérego kierowana przez Jej promotora grupa
ma predyspozycje.

Uwagi krytyczne sa nieliczne. Brakuje mi mapy zasiegdéw tosi na swiecie, czy przynajmniej
zachodniego kranca zasiegu, ktore by krajowe zréznicowanie i opisywane drogi kolonizacji
przedstawiaty w szerszej skali przestrzennej. Kluczowe ryc. 1 i 2 s3 mylace,
niekonsekwentnie oznaczone. R6znica migdzy kolorem fioletowym a niebieskim jest zbyt
subtelna dla nosiciela jednego iksa (opsyny SW sa kodowane w chromosomie X). Skala
zageszczenia tosi nawigzujaca do widma, nagle przeskakuje na jego drugi kraniec
(czerwony). Oznaczenie populacji jest nieckonsekwentne; ryc. 1 sg tylko numery, na ryc. 2
brak oznaczen, w tekscie trzyliterowe skroty. Czytelnik sam musi dokonaé korekt. Skosna
perspektywa plackow i ortogonalna kraju ktdca si¢ z moim odczuciem perspektyw.
Tabele: Nie potrafi¢ biegle czyta¢ kolumn tekstu scentrowanego w $rodku, a tym bardziej
porownywac liczb tak zapisanych. Maniera centrystyczna niestety si¢ szerzy rowniez w
powaznych czasopismach. Inne uwagi sa jezykowe, dotycza stéw czy nomenklatury, gtéwnie
polskich odpowiednikéw stow i termindéw angielskich (patrz dotaczona lista). Prosz¢ o
wyjasnienie jak uniknigto pobierania prob od tych samych osobnikéw, skoro zbierano tylko
odchody.

Uwagi powyzsze i zamieszczone na koncu, sg mato istotne dla wysokiej oceny pracy.
Moga tatwo by¢ uwzglednione w przygotowywanej pracy, a jezykowe dwuznacznosci znikng
w wersji angielskie;j.

Reasumujac, praca p. mgr Magdaleny Swistockiej spetnia wszelkie wymagania stawiane
rozprawom doktorskim. Wnoszg o jej przyjecie i dopuszczenie doktorantki do dalszych
etapow przewodu. :

Rownoczesnie, zwazywszy wyjatkowe walory naukowe pracy, wnoszg o jej wyrdznienie.

b b Sousica,
prof. dr hab. Jacek M. Szymura Krakow, 29 wrzesnia 2014 r.
czlonek PAU
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Uwagi:

str. 36 rzad Artiodactyla — dzi$ Cetartiodactyla

str. 37 — unikalna linia ewolucyjna — unikatowa

str. 40 — pobieranie prob kazdej zimy — jak uniknigto pobierania prob od tych samych

osobnikow? Jesli badano mikrosatelity, czy znaleziono takie same profile?

str.44 — linia 11 — niejasne — jesli doktorantka amplifikowata np. odcinek mtDNA dtugosci
607 bp, wiarygodna sekwencja nukleotydéw musi by¢ skrocona o dtugos¢ starterow,
gdyz te moga sie taczy¢ z nieco roznymi sekwencjami.
na chromosomie Y — geny znajduja si¢ w chromosomie

str. 49 - brak szczeg6low amplikowania mikrosatelikow (Tabela 3 i 5)
w drugim akapicie, niekonsekwentny opis schematu amplifikacji.

85 —1.10/11 — 34 miejscami polimorficznymi — 34 substytucjami

90 —1.20 matryca wartosci — macierz wartosci (ang. matrix = macierz, matryca po angielsku
to template

107 — 1. 4 — unikalna historia — unikatowa historia

118- 1. 6-3 od dotu — zdanie niejasne, nie wiadomo o jakie waskie gardto chodzi. Zapis
(Brincken 1826) sugeruje jakoby on dokumentowat spadek liczebnosci. Rok 1826
nic nie mowi o koncu wieku XIX, raczej pierwszej jego polowie.



