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pt. Zmienno$¢ genetyczna i struktura populacji salamandry plamistej
Salamandra salamandra (Linnaeus, 1758) na pétnocnej granicy zasiegu w Karpatach

Pandemia pokazuje, ze wnioskowanie o obecnosci patogenu SARS-CoV-2 jedynie

na postawie objawow klinicznych nie jest wystarczajgce. Zaawansowane techniki molekularne
(jak gRT-PCR i sekwencjonowanie masowe genomdw) sg niezbedne do wykrycia
bezobjawowych nosicieli, a takze do odtworzenia historii rozprzestrzeniania sie SARS-CoV-2

i jego pochodzenia. Odizolowanie zakazonych, kwarantanna, zamkniecie sie w domach,
nabycie odpornosci czy wynalezienie szczepionki, majg w ostatecznoéci doprowadzic¢ do
wymarcia SARS-CoV-2 i ustania pademii.

Pytania zadawane przez Doktorankte w swoje dysertacji mieszczg sie w opisanym schemacie
epidemiologicznym. Zostat on wypracowany w ostatnim potwieczu w konsekwencji odkrycia
zmiennosci i tozsamosci molekularnej i jest podstawa biologii konserwatorskiej, zmierzajace;j
do zachowania réznorodnosci biologicznej. Rozporzadzenie Ministra Srodowiska o zmianie
statusu ochronny salamandry (i innych gatunkéw) ze $cistej na czgsciowaq jest tragiczne, tym
bardziej, ze w Belgii salamandra dziesigtkowana jest przez epidemig spowodowang nowym
patogenem grzybem Batrachochytrium salamndrivorans o azjatyckiej proweniencji.
Epidemiologia i biologia konserwatorska sa odwrotnymi stronami tego samego medalu.
Pierwsza dazy do ograniczenia czy wrecz wytepienia patogennych organizmoéw (np. polio),
druga przeciwnie do ich zachowania. Znajomo$¢ rozmaitych szczegOtow z ich zycia budzi nie
tylko ciekawosc, ale jest niezbedna.

Krajowa salamadra plamista, jak przedstawia Doktorantka we wstepie, jest jednym

z kilku gatunkow rodzaju, ktorych pokrewienstwo wyjasniono dopiero niedawno,

0 szczegolnych wtasciwosciach. Jest tatwo rozpozawalna dzieki krepej sylwetce czarnej skorze
w zotte plamy $wiadczgce o toksycznosci; prowadzi dos¢ skryty, wybitnie lgdowy, osiadty

i mato ruchliwy tryb Zycia. Goduje, odrdznieniu od traszek, na ladzie. Po zimie, wiosng samice
rodza zaawansowane w rozwoju larwy, zwykle w matych gérskich strumieniach. Ptodnoé¢
samic, mimo ich sporych rozmiaréw jest mata. Rozdzg kilkanascie do kilkudziesieciu larw

(wg eksperymentdw autorki sudeckie znacznie mniej 2-43). Pétnocne stoki Polskich Karpat
stanowig potnocng granice jej szerokiego w Europie zasiegu.

Skad biorg sig granice zasiegdw i jaka jest dynamika liczebnoéci osobnikéw populacji skrajnych
sq pytaniami fundamentalnymi dla biogeografii, biologii ewolucyjnej czy konserwatorskie;.

W jaki sposob demografia populacji lokalnych i migracje miedzy nimi wptywaja na zasoby
zmiennosci; czy spadek zmiennosci moze wykluczaé adaptacje do zmieniajgcych sie
warunkow i w konsekwencji do $mierci populacji, s pytaniami powigzanymi z poprzednimi.

Charyzmatyczny obiekt badan zostat dobrze wybrany, a rozszerzenie analiz na populacje
karpackie stanowi cenne uzupetnienie badan prowadzonych we wroctawskim zespole

p. Promotor wczesniej nad salamandrami sudeckimi. Mamy wiec poréwnanie stosunkéw
w sgsiednich tancuchach gérskich o odmiennej geologii, rzezbie i siedliskach rozdzielonych
obnizeniem Bramy Morawskiej i doliny Odry.



Praca doktorska mgr Najbar liczy 66 numerowanych stron, w tym spis jej imponujgcego
zyciorysu naukowego (str. 60 - 66) oraz oswiadczenia pieciorga wspofautorow
o swoim udziale w trzech opublikowanych pracach, ktore sktadaja sie na rozprawe.
Angielskojezyczna dysertacja poprzedzona jest polskim i angielskim streszczeniem catej
zawartosci, a takze napisanymi w jez. polskim: Wstepem, Celami pracy, a koncza ja krotkie
Podsumowanie, Wnioski i Literatura uzupetniajaca. Ma wiec charakter mozaikowy.
Trzon dysertacji tworzg trzy niedawno opublikowane prace ujete w dwa rozdziaty:

6. Struktura genetyczna populacji Salamandra salamandra w Karpatach

(praca l1.)
7. Struktura populacji i zmienos¢ fenotypowa Samandra salamandra w Polsce
(praca 2i3).

Problematyke, zamyst pracy i testowane hipotezy przestawita Doktorantka w polskojezycznym
Wstepie. Szczegotowe cele pracy, ujete w 4 punkty to: -ocena zmiennosci wewnatrz
i miedzypopulacyjnej celem okreslenia wptywu czynnikow srodowiskowych na zasoby
zmiennosci (rola przeptywu genow, dryfu, inbredu czy waskiego gardta); - identyfikacja linii
rodowowych salamandr w populacjach karpackich przy zatozeniu postglacjalnej kolonizacji
z Batkandw; - poznanie zmiennosci fenotypowej ubarwienia, rozmiardw, stopnia dimorfizmu
pfciowego oraz wieku, odrebnosci oczekiwanych z powodu rozdzielenia tancuchéw gorskich
Sudetéw i Karpat; - okreslenie zwigzku miedzy wzorami barwnymi plamistosci
a zroznicowaniem genetycznym, do czego osiadty tryb zycia salamandr mogtby wkutek izolacji
prowadzic.

Taka forma pracy doktorskiej ma wiele zalet, zaréwno dla Doktorantki, Pani Promotor jak i
recenzenta. Doktorantka nie tylko uczy sie jak przygotowywac prace do druku, ale takze jak
prowadzi¢ korespondencje z redakcjg, odpowiadac na krytyke recenzentow, ponownie
konsultowac ze wspotautorami, przygotowywac rewizje etc. Jest to metoda typu 'hands-on’,
dodajmy, odbywajgca sie jezyku angielskim. (Ogniowy test préby — nomen omen - wg dawnych
wierzen, salamandra miata gasic¢ ogien). Ukazanie sie pracy w wersji on-line, jest rzeczywistym,
wymiernym, zakonczeniem etapu badan, tak dla dokoranta, jak i promotora. Recenzent z kolei
ma utatwione zadanie, gdyz publikacje zostaty uprzednio sprawdzone przez kompetentnych
fachowcow, co w pracach o poszerzonej, jak ta tematyce, stosujgcych rozmaite metodologie,
techniki i metody analityczne jest dla jednej osoby nietatwe do ogarniecia.

Z kolei napisanie post factum do sktadowych dysertacji Wstepu sktania doktoranta do refleks;ji
nad catoscig, zarowno nad osiggnieciami, niezrealizowanymi zamierzeniami jak

i implikacjami nowych odkry¢ czy potwierdzonych prawidtowosci, oraz wyznaczeniem
kierunkéw na przysztosc. Z tych zadan Doktorantka mgr A. Najbar wywigzata sie znakomicie.

Pokrotce streszcze zamierzenia, techniki i wyniki.

Zmienno$¢ genetyczng salamander (382 osobniki, 13 stanowisk) badata Doktorantka
analizujac rozmaitos¢ dwu kategorii markeréow genetycznych: kodowanych w jadrze 10 loci
mikrosatelitow o dziedziczeniu biparentalnym, oraz niekodujgcego segmentu mtDNA, regionu
kontrolnego (758 bp), zlokalizowanego w cytopalZzmie o dziedziczeniu matczynym. Obie
kategorie charakteryzuja sie duzg zmiennoscig, sg wiec wtasciwe do badania zréznicowania
populacji w matej skali przestrzennej, czy identyfikacji linii genealogicznych (mtDNA) i ich
pochodzenia. Skwantyfikowata zmiennos¢ mikrosatelitow postugujgc sie takimi miarami jak:
bogactwo alleliczne, oczekiwana heterozygotycznosé, liczba alleli prywatnych, celem
scharakteryzowania zmiennosci wewnatrzpopulacyjnej. (Spadek zmiennosci moze by¢
wynikiem dryfu wskutek inbredu nastepstwem spadku liczebnosci). Wspotczynnik Fsy



zastosowata do poréwnanie zréznicowanani wewnatrz- i miedzypopulacyjnego (AMOVA),
dzielgc wariancje molekularng na komponenty, w dwu zestawach populacji. | tak, az 86-92%
zmiennosci zawarta jest w obrebie populacji, 6.5% miedzy dwoma grupami populacji
karpackich; wariancja miedzypopulacyjna wzrosnie z 2 do 8% jesli do analizy wtaczy¢
populacje 3 z Pogorza Strzyzowskiego. Mate zréznicowanie miedzypopulacyjne swiadczy

o stosunkowo duzym przeptywie genow, stabym udziale dryfu. Odrebnos$¢ populacji 3, wynika
zapewne z dryfu wskutek dtugotrwatej izolacji. Analiza zmiennosci rozpatrujgca genotypy
taczne (kombinacje alleli w 10 loci razem) oparta na Bayesowskiej metodzie taczenia
(clustering) genotypdéw STRUCTURE, dla K=5 wykryta subtelne zréznicowanie miedzy
populacjami wschodnimi i zachodnimi polskiej czesci Karpat, cho¢ z czestg admiksja
(obecnoscig podobnych genotypdw); populacja nr 3 okazuje sie rowniez w tym konstekscie
mato zmienna, natomiast proba sudecka nr 11 wyraznie odrebna. Segment mtDNA byt
identyczny u wszytkich 17 badanych osobnikéw; zaklasyfikowano go jako haplotyp Il b.

Na podstawie wykrytego wzoru zmiennosci mikrosatelitow i segmentu mtDNA, Doktorankta
ze wspotautorami ostoznie sugerujg postglacjalng kolonizacje Sudetéw i Karpat z zachodnich
Batkanow drogg przez dzisiejg Austrig, Czechie i Brame Morawska, w ktérej miatoby dojé¢ do
rozdziatu w kierunku zachodnim (Sudety) i wschodnim (Karpaty). Jest to hipoteza $miata,
zwazywszy ogromny niezbadany obszar potnocnych Batkanow i Karpat.

Struktura populacji i zmiennos¢ fenotypowa salamander w Polsce

Szeroko rozmieszczone, jak salamandra, gatunki czesto objawiajg wyrazne zrdoznicowanie
fenotypowe rozmaitych, nierzadko skorelowanych ze sobg cech, takich jak rozmiary ciata,
tempo wzrostu, czas osiggania dojrzatosci ptciowej, ptodnos¢ dtugosc zycia, stopien
dymorfizmu ptciowego itd. Powoddw zréznicowania, lokalego czy regionalnego upatruje sie
m.in. w reakcji selekcyjnej na gradienty srodowiskowe, lokalne warunkach siedliskowe, czy
czynniki antropogenne itp.

Doktorantka badata rozmiary ciata salamander u 2012 osobnikéw z 23 populacji
rozproszonych na odcinku 550 km od zachodniej granicy kraju w Sudetach po wschodnig

w Karpatach. U 768 dojrzatych ptciowo samcow okreslita tez wage ciata, co postuzyto do
okreslenia SMI (Scaled Mass Index) jako wyznacznika kondycji. Amputowane palce koriczyny
tylnej - (Urodela maja duze zdolnosci regeneracyjne!, zastosowano wtasciwg zaakceptowang
metodg, co nalezy podkredli¢) - postuzyty m.in. do okreslenia wieku osobnikéw metoda
skeletochronologiczng, a wiek w poréwnaniu z rozmiarami takze do wyznaczenia tempa
wzrostu. U prawie wszystkich osobnikow ustalono wczesniej profil genetyczny w 10 loci
mikrosatelitow. Szczegdty analiz statystycznych, przeprowadzonych przeprowadzonych na
logarytmicznej transformacji pomiaréw, uwzgledniajgcych takie czynniki jak dtuga rozpietosé
pobierania prob w czasie (2004-2016) oraz odmiennym okresie aktywnosci, od wiosny do
jesieni, pomine.

Karpackie salamandry sg okazaty sie dtuzsze, ciezsze i starsze niz sudeckie. Dymorfizm ptciowy
rozmiarow wykryto tylko w Karpatach, samice sg tu wieksze. U samcow kondycja ciata jest
najlepsza w srodku lata, gorsza po hibernacji wiosng, i jesienig (zapewne gody s3
energetycznie kosztowne). Wiek salamander wahat sie od 2-16 lat, dominujg osobniki 7-9
letnie. Krzywe wzrostu, jak nalezatoby oczekiwac u gatunkéw o ciggty wzroscie, sa
asymptotyczne; odmienne dla ptci, ale rownoczesnie roznicujgce Sudety i Karpaty. Réznice te
najprawdopodobniej odzwierciedlajg lepsze warunki siedliskowe dla salamander w Karpatach,
zarowno dla larw jak i osobnikow mtodocianych i dorostych, a takze wieksza szkodliwg
antropopresje w Sudetach. Wptyw czynnikow genetycznych na obserwowane zrdéznicowanie
morfometryczne i tempo wzrostu, cho¢ niewykluczony, ma wg Doktorantki raczej mniejsze
znaczenie, z powodu spadku liczebnosci salamander w Sudetach.



Praca ta odkrywa istotne zroznicowanie wielkosci ciata i stopnia dymorfizmu ptciowego,

i tempa wzrostu salamander Sudetdw i Karpat. Wieksze samice sg zapewnie ptodniejsze,
albo rodza wigksze potomstwo. Dymorfizm ptciowy moze takze wskazywac na odmienny
nacisk selekcji ptciowej na dwu obszarach, w postaci rywalizacji samcow, czy
wieloojcostawa zwigzanego z wyborem partnera przez samice. Sg to moim zdaniem
obiecujgce kierunki badan. Wysoce polimorficzne markery sg dostepne, samce i samice
tatwo identyfikowac i Sledzi¢ przez wiele lat, a larwy przypisywaé na podstawie genotypow
do rodzicow.

Potwierdzona dtugowiecznos$¢ salamander ma takze znaczenie ochroniarskie. Obecnoéé¢
dorostych moze sprawiac ztudne wrazenie stabilnosci populacji. Konieczne jest $ledzenie
rekrutacji nowego pokolenia, pojawiania sie larw, przeobrazonych i przezimowanych
osobnikéw mtodocianych, ktérych przezywanie zalezne bedzi od dostepnosci kryjowek.
Kryjowki letnie czy zimowe dla gatunkow Igdowych s3 réwnie wazne jak miejsca rozrodu,
i mozna je konstruowac w ochronie czynne;.

Zmiennos¢ wzoréw ubarwienia, nazwany polimorfizmem w pracy jest trzecim
zagadnienieniem analizowanym u wyzej opisanych osobnikéw z Sudetdéw i Karpat.

Jest to usystematyzowana analiza rozmieszczenia z6ttych plam na grzbietowej powierzchni
ciata salamander u ponad 2 000 osobnikéw. Doktorantka wyroéznita 4 typy ubarwienia;
czgstosci ich wystepowania wyniosta: plamiste 50.1%, plamisto-paskowne 42.8%, zygzkowate
5.8%, a paskowane 1.3%. Formy plamiste dominuja na wschodzie, stanowig blisko 70%
osobnikow, czestosc¢ ich spada w kierunku zachodnim do 46%. Formy paskowane sg wszedzie
rzadkie, z wyjgtkiem skraja zachodniego, gdzie stanowig ok. 16% (by¢ moze z powodu bliskosci
geograficznej i pokrewienstwa z populacjami zachodniej Europy, gdzie sg czeste). Nie
znaleziono zaleznosci pomiedzy typem ubarwienia a ptcig, ani ubarwieniem a 10 genowym
genotypem mikrosatelitowym u 557 osobnikdéw.

Wyniki tej czesci rozprawy przedyskutowane sa w szerszym kontekscie geograficznej
zmiennosci plamistosci, odrebnych wzoréw u opisanych form (podgatunkéw), czy
podobnego w odlegtych regionach geograficznych. Te zagmatwana wzorzystosé
uporzgdkowaty niedawno badania sekwencji DNA, prowadzgce do gruntownej rewizji
taksonomicznej rodzaju. Zmienito sie takze wyjasnienie adaptacyjne ubarwienia, z
kryptycznego na ostrzegawczy (aposematyczny), zwigzany z toksycznoscig salamander
pryskajgcych wydzieling alkaloidow zawartg w gruczotach ziarnistych (jadowych)
skoncentrowanych w zaocznych parotydach, gdy salamandry chwytane sg zebami czy
dziobem przez drapiezniki.

Poza nowymi odkryciami z szeroko pojetej biologii gatunku porzerzajacymi naszg wiedze

i zrozumienie ztozonych proceséw demograficznych i genetyczno-populacyjnych,

z implikacjami dla praktyk konserwatorskich, Doktorantka, A. M. Najbar, wykazata sie
szeregiem umiejetnosci koniecznych do efektywnej pracy. Najpierw w terenie, zbierajac
materiat i przeprowadzajac pomiary, a potem w laboratorium uczac sie technik badania
zmiennosci sekwencji DNA. Opanowac musiata réowniez nowe sposoby analiz i opracowania
danych testujgcych alternatywne modele powstawania zréznicowania w réznej skali
geograficznej. Na koricu napisata i zredagowta trzy zwiezte agielskojezyczne prace,
rozpatrujgce badane zagadnienia



i nowe obserwacje w szerokim kontekscie czynnikdw blizszych i dalszych. Niebytoby to
mozliwe bez rozlegtej wiedzy i znajomosci najnowszej literatury z kilku dziedzin biologii.

Podkresli¢ trzeba, ze udziat pieciorga wspotpracownikéw z innych uczelni byt nie tylko
niezbedny do wykonania badan, ale byt dodatkowg szkota pracy zespotowej, bez ktérej trudno
sobie wybrazi¢ wspétczesng nauke. O$wiadczenia wspotautorow nie budzg watpliwosci

o dominujacym udziale doktorantki w badaniach i na wszystkich etapach powstawania trzech
opublikowanych prac. Nie chciatbym negowac roli p. Promotor, wokot ktérej skrystalizowat sig
prezny zespot mtodych badaczy.

Rozprawe czytatem z ogromnym zainteresowaniem i podziwem dla uzyskanych wynikow

oraz ich wszechstronnego wyjasniania. Nie mam uwag krytycznych. Sg to raczej pytania do
Doktorantki, rodzace sie z refleksji po przeczytaniu Jej pracy.

1. Jakie moze by¢ znaczenie systemu rozrodu salamander z udziatem wieloojcostwa i dtugiego
zycia w zwiekszaniu efektywnej wielkosci populacji, co zapobiega¢ moze dryfowi.

2. Rola katastrof — gwattowne ulewy i mikropowodzie - charakteryzujgce Karpaty na przetomie
wiosny i lata, zapewne znoszg larwy w dot potokdéw — moga sprzyjac przeptywowi gendw przy
matej ruchliwosci dorostych salamander.

3. Ogromny obszar Karpat i potn. Batkanow zasiedlany przez salamandry nie byt badany

(por. Steinfartz et al. 2000). Wydaje mi sie, ze pochodzenie tak Sudeckich jak i Karpackich
populacji salamandry nie jest dostatecznie wyjasnione, cho¢ rozumiem koniecznos¢ hipotez
ad hoc w czym celowat Karol Darwin, a z czego Emma Wedgwood sie nasmiewata.

Whnioski koncowe: praca p. mgr Anny Magdaleny Najbar spetnia wszelkie wymagania
stawiane rozprawom doktorskim. Wnosze o jej przyjecie i dopuszczenie Doktorantki do
dalszych etapéw przewodu.

Biorac pod uwage zawartos¢ dysertacji, obfitujgcej w nowe odkrycia i wielowgtkowe
wyjasnienia a takze praktyczne implikacje dla praktyk ochrony salamandry* wnoszg o jej
wyroznienie.
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*od zarazy Batrachochytrium salamandrivorans zachowaj jg Panie! (suplikacja w czasie pandemii);
- mogtaby stuzy¢ jako gatunek parasolowy (umbrella species) zwigzana jest z czystymi potokami
Karpat i Sudetow.



