- | ~. ﬁ" ;:

i

R LIRERN ] AC. O

—\L&

e

TS

__.m-.‘ o f

: _j:' = :[-:; .

d ke ﬁul;:‘&

s ww o

!su ..}"f'.‘. i j

& &ﬁ*}:

[{'l'iq 11 :‘l E ':!

e :'!fx ﬁ' i 1’ A
S e R

| m«l'-\l'

d ok e
-f’J.",' 3 Ao }
o l n.: Wi
{ O
HIHOR<% ol K AR r #1
8, = i
. (ot w2 (R Y .'1 Attt
Al 1T cu‘.. | . i -,',
] 'l (N1100 ' ! ‘o. Jine u.\‘l‘

w s E'E

]mltgg !éiv:zl’

i:ﬁ : ‘7-:;.:- ;-' Ik 6 T
.‘ '.' .;U'J' l“",‘ ]I T”ﬂl @‘

i

: :
o ﬁr s

Nu
<
]

W
”f""‘"“"' — "5"

Nu:? vm 9

11“" i w..

y <
W 3 .,n‘d (1
L |

.'l‘

. Mnﬁ""‘mw

|n._|

d“

Al? 1|
‘l}ﬂ giﬁfﬁ(lo:i‘ :I 8

l-'-

SHLBAL
i

:’1

“ﬂ(, 'x: “.,ohl;}

L"l

i It .'-w'._ ‘g : . i I\ ‘:.li :‘
Suti il uf .A-: ML xol C
. z'ﬁi ‘.‘ i :-. .'H I",I Hwﬁ ": i i 'E 5;;0" { '75
Wb“” ‘i' N et I' I l ]| Il ,{g S St I" il

SR i .‘v le+ 41‘”}@ et

e mepaek bl i L e ot

AU B iy

hi




Muzeum 1 Instytut Zoologii
Polska Akademia Nauk

Analiza morfologiczna i genetyczna nietoperzy

Pipistrellus pipistrellus i Pipistrellus pygmaeus

Anna Katarzyna Sztencel-Jabtonka

Rozprawa doktorska wykonana pod kierunkiem

Prof. dr. hab. Wiestawa Bogdanowicza

Warszawa 2009

Projekt czg$ciowo finansowany przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego (grant Nr N304 109 32/4040)

M ,55 (7 9 O http://rcin.org.pl

R —



[

CIBLIOTEKA

b K 20690 |

Wil ISIVIUTL00100
e Folslue) Akatemif Nauk

V.55 41

http://rcin.org.pl



Mojemu Tacie



Podzigkowania

Za bezinteresowne dzielenie si¢ wiedza na temat odlowow nietoperzy,
lokalizacji kolonii karlikéw, nieoceniona pomoc w terenie, a takze go$cinno$¢
i niezwykla zZyczliwo$¢ chcialabym serdecznie podzigkowaé calej rzeszy polskich
chiropterologéw: Mateuszowi  Ciechanowskiemu, Krzysztofowi Kasprzykowi,
Krystynie Dzigciotowskiej, Radostawowi Dzigciolowskiemu, Joannie Furmankiewicz,
Grzegorzowi Golgbniakowi, Grzegorzowi Lesinskiemu, Michatowi Piskorskiemu,
Tomaszowi Postawie, Ireneuszowi Ruczynskiemu, Rafatowi Szkudlarkowi, Agnieszce
Szubert, Radostawowi Urbanowi i Grzegorzowi Wojtaszynowi.

Za udostepnienie prob z Krzyza Wielkopolskiego dzigkuj¢ organizacji OTON,
azkolonii znad Jeziora Pisocnego TomdaSowi Bartoniéce i Zdenkowi Rehakowi
(Uniwersytet Masaryka, Brno), ktorym takze dzigkuj¢ za wspoélne odlowy. Za
udostgpnienie materiatu kostnego dzigkuj¢ Garethowi Jonesowi (University of Bristol).

Specjalne podzigkowania naleza si¢ moim najbardziej wytrwatym pomocnikom
podczas nieprzespanych nocy w terenie: Patrycji Jagotkowskiej, Joannie Kohyt i Janowi
Jablonce. Za pomoc w odlowach dzigkuje takze Przemystawowi Szymroszczykowi
i Jozefowi Wysinskiemu oraz Ochotniczej Strazy Pozarnej z Nowolesia.

Za liczne dyskusje na temat genetyki populacyjnej, porady metodyczne i te
dotyczace niezglgbionej natury programoéw do analiz genetycznych, a takze milg
atmosferg pracy (i ciasteczka) dzigkuje moim wspétpracownikom z Pracowni Technik
Molekularnych i Biometrycznych: Michatowi Dabrowskiemu, Patrycji Jagotkowskiej,
Annie Terebie, Malgorzacie Pilot i Robertowi Rutkowskiemu. Szczegdlne
podzigkowania za wprowadzenie mnie w tajniki technik molekularnych i nieoceniong
pomoc w opracowaniu metodyki badan winna jestem Marcie Gajewskiej.

Za uwagi redakcyjne serdecznie dzigkuje mojej siostrze Joannie Kumor. A za
pomoc i wsparcie moralne mojemu mgzowi Janowi.

Za opiekg nad praca i wiar¢ w moje umiejetnosci sktadam podzigkowania
mojemu promotorowi Prof. dr. hab. Wiestawowi Bogdanowiczowi. Za uwagi dotyczace
morfometrycznej czeSci pracy dzigkuje dr. Davidowi Sheetsowi i prof. Jamesowi
Rohlfowi, -a dr. Chrisowi Klingenbergowi za odpowiedzi na moje watpliwosci
dotyczace programu Morphol.

Za stuzbeg dla dobra nauki, okupiona badz, co badz wlasng krwia, dzigkuje
wszystkim odlowionym 368 karlikom.

http://rcin.org.pl 5



Spis tresci

PODZIEKOWANIA 5
PRZEDMOWA 9
Poréwnanie budowy czaszKi Pipistrellus pipistrellus i Pipistrellus pygmaeus
z zastosowaniem metod tréjwymiarowej morfometrii geometrycznej .......cocevieecenn. 11
STRESZCZENIE 13
WPROWADZENIE 15
MATERIAL | METODY 19
100 s 1V s oy DRl R PO SO s PO e O s I e e MR SR o B 19
Morfomenia geomMeTYCZNA — ANALZA  ......:cromsxeonssrsorsssssansassssansnsnsosdsrnivassns sanmsnssFabisabhsnsssnasseodsates 21
WYNIKI 23
€ U R P B L L A SR L T i U W 23
Wplyw odtwarzania brakujacych punktéw na analizg¢ dyskryminacji ........ccccouveiriennieiiiniiniiniennens 24
e () e S e P A e e S S e S e e S o s e O O SR S 24
ROZNTICE BZIAIN . i iitini i ibuivuiinsatcisndasossason ataca et s o s s S aaaasan S S bR S e TIOR N A A3 R SR TP BT oo sa e 26
DYSKUSJA 37
R 201 C 8 WIS G s x5y (e h i 3 o A S A R R 35 S5 A SRR PO R R NS H SRS A BT AN WA S ARV S R Hane N e 37
L3 (e T 7 (5 A RS P PV P Ao R 40
WNIOSKI 45
LITERATURA 47
ZALACZNIK I ,,Spis zmierzonych okazé6w” 55
ZALACZNIK 11 ,,Spis zmierzonych punktéw homologicznych™ 55
ZALACZNIK 111 ,,Procedura odtwarzania wspolrzednych brakujgcych punktéw homologicznych™.......... 59
Analiza zréznicowania genetycznego populacji Pipistrellus pipistrellus
i Pipistrellus pygmaeus w Polsce 63
SPIS SKROTOW 65
STRESZCZENIE 67
WPROWADZENIE 71
MATERIAL | METODY .79
/4 37 (572 0] 3]s HOBMIEICN TS Y C RN pC I 1 ety e R I O I e O LR I8 L R 79
) LT AT EA Y e Ta o 1 oy e O SRS S IO, oy O, I e, L0 v, R . 83
T TG S R o oSt L S o o o M SN IR et o W, L IR 86
ANALIZA BEEDOW AMPELIEIKACTE ,.c.pocxasrsrsseemessonststnotsonatussmssornsryans s ssts sss 18908509 rtentssesnnesssnsnesanssanspsasmssasessens 86
NIEROWNOWAGA SPRZEZEN iuisivevivasisssaosss sy oot esv v eusshssve s s ooy s e s s e sh e s b e oV au i oo s R e s fms ikt a s ks 87
ROWNOWAGA HARDY EGO-WEINBERGA .......cccccvincrsinsisissssonsssoresisassissssssssssisnssnssassasssssnsassssssisasssorn
PODSTAWOWE STATYSERKI L. tettoshsiniomnttoe s o orere e sty e o et st s ey e s D e
ZROZNICOWANIE POPULACJI
DYSTANS GENTYCZNY.....ccoveismiiiansisssiarsiniscsansts
POROWNANIE GATUNKOW ......cocoverueiereesneruoracasonanses
TEST NA IZOLACJE PRZEZ DYSTANS ...covovvrinninenne
ANALIZA PRZESTRZENNEJ AUTOKORELACII...........
STRUKTURA POPULACJI — ANALIZA GLOWNYCH wsp()mzr;m\ (61t oy ety e A o L ey )
P OBz A POR U A N A G RIPY e S AN O Y A v A on s pwarn s Ao by g AP oS s S s STl
AL T o e e R L O T L T e s A e T L A e L T e D O D
OSZACOWANIE EFEKTU yy STV IKTOD BUTBLIET v covsomsis ivs s s oisisnnssasmonsiscs' desmaksbsbsesss anbinss dodestos sabsavass
EFEKTYWNA WIELKOSG PORULACHT . vzocccvecsros fossessonsrnshserssosshsrsssassrssaskenassins rhuass 4 taxsr v spsvauasnsgosss s shnseabsnsh
SPORREWINIENIE - v s ariias i isinssasassns st a it s e damtansen ihes e s B ae T S b e e s BN oty Rty
WYNIKI 95
Inin hItp HrCl n org.pl 7
‘ f’\ L - I’\



Ty T N | e e R O e T T L b D T

NIEROWNOWAGK SPRZEZEN: :iixvorsiercesisirsniiniuinniessstdotiass osshes soms i v oadis s s asadioss s v e e s i e i e aseonaiass
ROWNOWAGA HARDY'EGO-WEINBERGA
ROWNOWAGA HARDY'EGO-WEINBERGA PO POPRAWKACH DLA ALLELI ZEROWYCH ...ccoviiiniininiiiinicniannns 97
ROWNOWAGA HARDY'EGO-WEINBERGA Z HIPOTEZA ALTERNATYWNA O DEFICYCIE LUB NADMIARZE
HETEROZYGOT
PODSTAWOWE STATYSTKI...... .98
A7 AN (e N o b e | e B el el e DR e B e o M e LT e 103
DYSTANS GENBTY CZNY omsrs o vassasacesss s o caormodiasind s AN e A AG 3 e a0 9 o ok 3 AV R TaRS o AR s wahaaa i s At
POROWNANIE GATUNKOW
g T S e TS A N T sl R e e e AT (B R T L e e e 110
STRUKTURA POPULACJII — ANALIZA GLOWNYCH WSPOLRZEDNYCH .....oviviiiiiiiiineiniiimnncesiesssasesesseiassnns 113
PODZIAE POPULACIINA GRUPY—SAMOYVA ... .. oo iciiitiniinvioini siisasisssiaississimssaimsensmseostsssssiassinng 114
ANATIZA PRZESTRZENNEI AUTOKORELACIE . 51 icriioersssanassadessbassesns ssssanssspsaressassssorssssadesstissssssisrynsmssnsessyess 116
vy § 0 v ok 7 e et Dy iy o SRR ISP G e WO SR Jbmentev Pyt 118
OSZACOWANIE EFEKTU ,SZYJKI OD BUTELKI" .. 121
EFEKTYWNA WIELKOSC POPULACT ....ocovviivecnneiieiaceinenns ..123
S VS TN ol B, e s S e B e s S T S L, SRS S SO A A s 125
DYSKUSJA 127
OCENA MARKEROW — ALLELE ZEROWE ORAZ NIEROWNOWAGA SPRZEZEN ......cocvoeiiiianiiinaseaneianasnnens 127
ROWNOWAGA HARDY EGO-WEINBERGA ;25 vsivieestisstasiossaresiatsorarsmisstas s ssissessodsesssasmmsidianissinmasstissssonioins 130
00 4o A0 TE T 0 10104 S B i s s oy GO SISt PSS e e R MU I e e 132
ZROZNICOWANIE FREKWENCJI ALLELI I DYSTANS GENETYCZNY — POROWNANIE GATUNKOW ............... 134
MG RACIE = ity iiesncas owor oo s s AR T A A e S s AT D e e e LS S S TR B SRR AT e v FAs e o RN AR NS 137
142
145
WNIOSKI 151
LITERATURA 153
ZALACZNIK 1 ,,Spis stwierdzonych haplotypow” 165

8 http://rcin.org.pl



Przedmowa

Niniejsza praca sklada si¢ z dwoch czesci: (1) ,,Porownanie budowy czaszki
Pipistrellus  pipistrellus 1  Pipistrellus pygmaeus z  zastosowaniem metod
trojwymiarowej morfometrii geometrycznej”; (2) ,,Analiza zréznicowania genetycznego
populacji Pipistrellus pipistrellus i Pipistrellus pygmaeus w Polsce”. W pierwszej
z tych czeSci przeprowadzono analiz¢ zréznicowania budowy czaszek, pod katem
adaptacji do roznej diety, u dwoch kryptycznych gatunkéw nietoperzy: karlika
malutkiego, Pipistrellus pipistrellus (Schreber, 1774) i karlika drobnego, Pipistrellus
pyvgmaeus (Leach, 1885). W czgsci drugiej analizie poddano zréznicowanie genetyczne
obu gatunkéw karlikow oraz genetyczng strukture ich populacji. Kazda z dwoch czgsci
pracy przeprowadzono na innym materiale — w cze$ci morfologicznej postuzono sig
materialem pochodzacym z Wielkiej Brytanii, w czgSci genetycznej material zebrano

w Polsce.
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Porownanie budowy czaszki
Pipistrellus pipistrellus i Pipistrellus pygmaeus
z zastosowaniem metod trojwymiarowej

morfometrii geometrycznej
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Streszczenie

Celem projektu byta analiza budowy réznic w budowie czaszek dwoch kryptycznych
gatunkow nietoperzy: karlika malutkiego, Pipistrellus pipistrellus (Schreber, 1774), i karlika
drobnego, Pipistrellus pygmaeus (Leach, 1825); oraz stworzenie procedury matematycznej
pozwalajacej na badanie metodami trojwymiarowej morfometrii geometrycznej
uszkodzonych czaszek (czyli z brakujacymi punktami homologicznymi). Badania
przeprowadzono na podstawie 14 czaszek karlika malutkiego i 15 karlika drobnego,
pochodzacych z Wielkiej Brytanii. Czaszki analizowano na podstawie pomiaréw
wspolrzednych (x, y, z) punktow homologicznych (ang. landmarks), zmierzonych za pomoca
tréjwymiarowego mikroskopu refleksyjnego.

Zebrano dane dotyczace polozenia odpowiednio 23 oraz 26 punktéw na grzbietowej
1 brzusznej stronie czaszki, 49 punktow na gornej szczece oraz 34 punktéw na lewej polowie
zuchwy. Dla wigkszosci czgsci badanych czaszek, porownywanych z podzialem na plec,
karlik malutki byl wigkszy od karlika drobnego, a najwigksza réznica dotyczyla wielkosci
zuchwy. Podobnie, migdzygatunkowe rdéznice w ksztalcie czaszek, analizowanych na
podstawie analizy czynnikow gloéwnych oraz analizy dyskryminacyjnej punktow po
zastosowaniu tzw. nalozenia Prokrusta, byly najbardziej widoczne w budowie Zuchwy, co
znajduje odniesienie w roznicach diety badanych gatunkéw. Przykladowo wyzsze i bardziej
pionowe kty karlika malutkiego ulatwiaja przekluwanie twardszych ofiar, a wigksze
trzonowce ich rozdrabnianie. Obserwowane u karlika malutkiego relatywnie skrocone ciato
zuchwy prawdopodobnie odpowiada za wigksza sile zgryzu, przypuszczalnie podobne
znaczenie funkcjonalne ma bardziej wyniesiony u tego gatunku wyrostek skroniowy.
Zarowno ksztalt, jak i wielko$¢ zuchwy okazaly si¢ dobrymi czynnikami umozliwiajacymi
rozroznienie migdzy dwoma kryptycznymi gatunkami nietoperzy. Stworzona procedura,
pozwalajaca na ekstrapolacj¢ brakujacych punktéw pomiarowych, wydaje si¢ by¢ obarczona
niewielkim bigdem iumozliwia przeprowadzanie analiz dla Zle zachowanego materiatu
kostnego, co moze znalezé szersze zastosowanie praktyczne, nie tylko w badaniach nad

nietoperzami.
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Wprowadzenie

Przez ponad 200 lat karlik malutki, Pipistrellus pipistrellus (Schreber, 1774),
i karlik drobny, Pipistrellus pygmaeus (Leach, 1885), uznawane byly za jeden gatunek
Pipistrellus pipistrellus (Schreber, 1774) (ICZN 2003). Jednakze na poczatku lat 80.
ubieglego stulecia Ahlén (1981) zaobserwowat skandynawska forme karlika, emitujaca
sygnaly echolokacyjne na nieco wyzszych czestotliwosciach niz dotychczas znane
sygnaty karlika malutkiego. Maksimum sygnalu echolokacyjnego tej formy fonicznej
gatunku (tzw. echotypu) przypadalo na 55 kHz, podczas gdy dotychczas za maksimum
sygnatu karlika malutkiego przyjmowano 45 kHz. Nastgpnie takie formy karlikow
odkryto w Szwajcarii, Hiszpanii i Grecji (Weid i von Helversen 1987, Zingg 1990),
aZingg (1990) jako pierwszy opisal sympatryczne wystgpowanie obu echotypow.
Poczatkowo uwazano, ze karlik malutki dostosowuje czestotliwo$é emitowanych
sygnatow do zmiennych warunkéw Srodowiska. Jednak w 1993 roku Jones i van Parijs
(1993) zaobserwowali, ze kolonie macierzyste karlikow w Wielkiej Brytanii skladaty
si¢ zawsze tylko z jednej formy fonicznej gatunku i Ze czgstotliwo$¢ sygnaléw
echolokacyjnych nietoperzy z poszczegélnych kolonii nie ulegata zmianie, co sktonito
ich do sformulowania przypuszczenia o istnieniu gatunkéw kryptycznych.
Przypuszczenie o izolacji rozrodczej obu echotypéw uprawdopodobnily pozniejsze
badania Park i in. (1996), w ktorych autorzy ci stwierdzili wystgpowanie tylko jednej
formy w badanych grupach rozrodczych (haremach). Dostatecznego dowodu na
istnienie kryptycznych gatunkéw karlika dostarczyly badania nad zréznicowaniem
mitochondrialnego DNA echotypéw, w ktérych wykazano ponad 10-krotnie wigksze
zroznicowanie sekwencji cytochromu b pomigdzy formami fonicznymi niz w ich
obrgbie (Barratt i in. 1997). Znaczace zréznicowanie genetyczne obu form
potwierdzone zostalo nastgpnie w badaniach fragmentu jadrowego DNA echotypow
(Bryja i1 in. 2009, Mayer i von Helversen 2001, Racey i in. 2007). Echotypowi
z maksimum sygnatu echolokacyjnego przypadajacego na 45 kHz zostata nadana nazwa
Pipistrellus pipistrellus sensu stricto (karlik malutki, ang. common pipistrelle),
a echotypowi o maksimum 55 kHz Pipistrellus pygmaeus (karlik drobny, ang. soprano
pipistrelle — ICZN (2003), Jones i Barratt (1999).
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W zwiazku z przypuszczeniem o istnieniu dwdch kryptycznych gatunkow
w obrgbie jednego z pospolitszych eupalearktycznych gatunkéw nietoperzy nastgpit
wzrost zainteresowania badaczy karlikiem i powstalo wiele prac koncentrujacych sig na
znalezieniu réznic pomigdzy echotypami/gatunkami i wyjasnieniu mozliwych przyczyn
specjacji. Opisane zostaly réznice w ich wygladzie zewnetrznym (Haussler i in. 2000),
sygnatach echolokacyjnych i sygnatach socjalnych (Barlow i Jones 1997; Papadatou
iin. 2008), a takze w wielkosci kolonii macierzystych (Barlow i Jones 1999), sposobie
zerowania (Bartonic¢ka i in. 2007, Davidson-Watts i Jones 2006) oraz preferencjach
srodowiskowych i diecie (Barlow 1997, Nicholls i Racey 2006, Vaughan i in. 1997).

Okazalo sig, ze karlik drobny zeruje przede wszystkim w $rodowiskach
zwiazanych z woda (nad jeziorami, rzekami), podczas gdy karlik malutki wykorzystuje
znacznie bardziej zr6znicowane Srodowiska: poza tymi zwiazanymi z woda, rOwniez
pastwiska i lasy (Vaughan i in. 1997). W sklad diety obu gatunkéw wchodza przede
wszystkim mate muchowki z rzedu Diptera, podrzedu Nematocera. W diecie karlika
malutkiego znaczniejszy udzial maja jednak owady z rodzin muchéwek o wigkszych
rozmiarach ciala. W licznych badaniach, dotyczacych owadozernych gatunkow
nietoperzy, wykazano, ze gatunki odzywiajace si¢ wigkszymi ofiarami maja wigksze
glowy i aparaty zgbowe oraz szersze rozwarcie szczeki (Fenton 1988, Freeman 1979).
Wydaje sig, ze jest tak rowniez w przypadku karlikéw malutkiego i drobnego. Barlow
1in. (1997) stwierdzili, ze wielko$¢ czaszki (jej maksymalna dlugosé), jak i aparatu
zgbowego (wyrazona dlugoscia zuchwy i dlugoscia szeregu zgbowego zuchwy) sa
wigksze u karlika malutkiego niz u karlika drobnego. Stwierdzili takze, Zze chociaz
maksymalny kat rozwarcia szczeki nie rézni si¢ u obu gatunkow, to dluzsza zuchwa
karlika malutkiego sprawia, ze w rzeczywistosci odleglo$¢ miedzy szczgka a zuchwa
przy ich maksymalnym rozwarciu jest wigksza. Ponadto wykazali, Zze gorne kty karlika
malutkiego sa dluzsze niz u karlika drobnego. Uwzgledniajac wyniki Barlow (1997),
wskazujace na wigkszy udzial stosunkowo twardszych i wigkszych ofiar w diecie
karlika malutkiego w poréwnaniu z karlikiem drobnym (Diptera nie nalezace do
Nematocera), autorzy ci doszli do wniosku, ze karlik malutki zdolny jest do chwytania

wigkszych i rozdrabniania twardszych ofiar.

Celem niniejszej pracy bylo porownanie metodami tréjwymiarowej morfometrii
geometrycznej budowy czaszek obu kryptycznych gatunkow, ze szczegblnym

uwzglednieniem budowy szczeki i zZuchwy (ponad 50 homologicznych punktoéw
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charakterystycznych opisujacych aparat zgbowy) oraz analiza wykazanych réznic pod
katem adaptacji do zréznicowanych diet badanych nietoperzy. Ponadto, celem pracy
bylo stworzenie procedury matematycznej umozliwiajacej estymacje wspotrzednych
punktéow homologicznych, ktorych ze wzgledu na uszkodzenie czaszek nie dalo sig
zmierzy¢ na wszystkich okazach. Punkty takie zazwyczaj sa usuwane z analizy, co
niejednokrotnie znacznie obniza warto§¢ poznawcza badan; przyktadowo bardzo czgsto
nie mozna okresli¢ réznic w budowie kruchych tukéw jarzmowych. Problem
ograniczonej liczby punktow homologicznych, wspolnych dla badanej grupy, jest
szczegolnie dotkliwy w przypadku badan nietoperzy, jako Ze sa to zwierzgta zazwyczaj
o nieduzych rozmiarach i filigranowych czaszkach, a i sposéb uzyskiwania materiatu —
ze wzgledu na Scista ochrong gatunkowa material uzyskuje si¢ z reguly jedynie od
przypadkowo znalezionych martwych zwierzat — sprawia, ze dostgpne okazy sa
zazwyczaj w znaczacym stopniu uszkodzone.

Morfometria geometryczna jest metoda oparta na pomiarach wspoéirzednych
punktow homologicznych (ang. landmark) na obiekcie. Ma ona istotne zalety
w poréwnaniu z tradycyjnymi metodami morfometrycznymi (np. Adams i in. 2004).
Umozliwia oddzielenie wielkosci od ksztaltu obiektu oraz wizualizacjg roznic ksztattu
i przypisanie tych ro6znic do konkretnych regionéw organizmu (np. Marcus i in. 1996,
O’Higgins 2000, Swiderski i in. 2000, Zelditch 2004). Ponadto metoda ta pozwala na
zachowanie tréjwymiarowych wilasnosci obiektu, czyli zapobiega utracie czgSci
informacji o ksztalcie, ktoéra przy zastosowaniu tradycyjnych ,,odleglosciowych™ metod
pomiarowych jest nieunikniona.

Pomimo, ze Barlow i in. (1997) wykazali réznice w morfologii kryptycznych
gatunkoéw, okazalo sig, Zze nie sa one wystarczajace by za ich pomoca skutecznie
rozréznia¢ badane gatunki karlikow. Analiza dyskryminacyjna siedmiu pomiaréw
czaszek nie przyporzadkowala do wlasciwego gatunku 12% z badanych przez nich
nietoperzy. Dlatego tez postanowiono sprawdzi¢, czy dzigki zastosowaniu metod
morfometrii geometrycznej (zapewniajacej m. in. pelniejszy opis ksztattu) mozliwe
bedzie rozréznienie gatunkéw, czy moze tez klopoty z ich identyfikacja sa

nieuniknionym  rezultatem nakladajacych si¢ cech badanych nietoperzy.
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Materiat i metody

Pomiary

Zmierzono 29 czaszek — w tym 14 (11 samcéw i 3 samice) karlika malutkiego
oraz 15 (5 samcow i 10 samic) karlika drobnego. Czaszki pochodzity z Wielkiej
Brytanii, a ich przynaleznos¢ gatunkowa zostala wcze$niej ustalona na podstawie
analizy fragmentu cytochromu b mitochondrialnego DNA (szczegély identyfikacji:
patrz Barlow i in. 1997; Zalacznik I ,,Spis zmierzonych okazéw”). Wspéirzedne
(x,y,z) charakterystycznych i homologicznych punktow na czaszkach zostaly
zmierzone oraz zapisane w formie cyfrowej za pomoca mikroskopu refleksyjnego do
analiz trojwymiarowych z oprogramowaniem Axel (Reflex Measurement Ltd.,
Butleigh, Somerset BA6 8SP, UK), ktory znajduje si¢ w Muzeum i Instytucie Zoologii
PAN.

Mikroskop ten jest bardzo precyzyjnym urzadzeniem (doktadno$¢ pomiaru
wspoélrzednej wynosi 0,2 um), ktére przy pomocy plamki $§wiatla, ustawianej zdalnie
przez operatora na ostro$¢ w mierzonym punkcie, okresla wspétrzedne tego punktu
w trojwymiarowej przestrzeni. W ten sposéb, wykonujac seri¢ pomiaréw, mozna
uzyska¢ uproszczona, ale w dalszym ciagu trojwymiarowa reprezentacj¢ danego

obiektu zapisang w formie wspoirzednych kartezjanskich (x, y, z).

Na stronie grzbietowej czaszki zmierzono 23 punkty, na brzusznej stronie 26, na
szczece 49, a na labialnej stronie lewej polowy zuchwy 34 (Ryc.1; Zalacznik II ,,Opis
zmierzonych punktéw homologicznych™). Aby nie wykluczaé¢ z analizy uszkodzonych
okazow, na ktorych nie mozna bylo zmierzy¢ danego punktu, lub tez nie usuwac
takiego punktu z calej analizy (metoda opiera si¢ na porownywaniu obiektow o tej
samej liczbie homologicznych punktow) stworzona zostata procedura znajdowania
wspétrzednych brakujacych punktow (Zalacznik 1[I ,Procedura odtwarzania
wspoétrzednych brakujacych punktéw homologicznych”). Punkty te wyznaczane byty
na podstawie wspotrzednych zbioru czaszek tego samego gatunku i pici. Z powodu
braku mozliwosci zastosowania tej procedury we wszystkich przypadkach (np. brak
danego punktu w wielu czaszkach, czy tez zbyt wiele brakujacych punktow w jednym

okazie), a takze z powodu innych bledéow (np. przy pomiarach i dalszej obrobce
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danych) niektore czegsci czaszek badanych okazow zostaly usunigte z dalszych analiz;
i tak strona grzbietowa i brzuszna oraz szcze¢ka byly analizowane na podstawie 27

okazow, a zuchwa na podstawie 26 lewych potowek.

Ocena bledu pomiarowego przeprowadzona zostala na podstawie zbioru pigciu
losowo wybranych czaszek, ktorym 10-krotnie zmierzono wszystkie punkty
homologiczne (w przypadku strony brzusznej czaszki oraz szczeki mierzona byla tylko
jedna polowa czaszki). Pomiar ten pozwolit réwniez na oceng trudnosci

w identyfikowaniu konkretnych punktow.

Rycina 1. Punkty homologiczne na grzbietowej (a) i brzusznej (b) stronie
czaszki, gornej szczece (¢) 1 labialnej stronie zuchwy (d).



Morfometria geometryczna — analiza

Do analizy i wizualizacji zmierzonych wspdétrzednych zastosowano program
MorphoJ (Klingenberg 2008) oraz, w przypadku wykresu dla blgdu pomiarowego,
Morphologika (O’Higgins i Jones 1998). Zmienno$¢ morfologiczng czaszek mierzono
po rozbiciu na sktadowa wielkosci i ksztaltu. Wielko$¢ szacowano na podstawie
wielkoséci centroidalnej (ang. centroid size), czyli pierwiastka kwadratowego z sumy
kwadratow odleglo$ci miedzy poszczegdlnymi punktami a srodkiem cigzkosci obiektu.
Ze wzgledu na teoretycznie spodziewany rozklad log-normalny (Watata 2002) za
zmienng do oceny rdéznic wielkosci przyjeto logarytm naturalny z wielkosci
centroidalnej. Nalezy jednak podkresli¢, ze na podstawie oceny rozktadu wielkosci
centroidalnej nie mozna bylo odrzuci¢ ani hipotezy o rozkladzie normalnym, ani
hipotezy o rozktadzie log-normalnym. Do oceny istotnosci statystycznej réznic migdzy
srednimi wielkos$ciami danej grupy nietoperzy zastosowano test ANOVA dla ukladow
czynnikowych (StatSoft, Inc. 2005) — po uprzednim sprawdzeniu zaloZenia
o rozkladzie normalnym zmiennej za pomoca testu Shapiro-Wilka oraz zalozenia
o jednorodno$ci wariancji z zastosowaniem testu Levene’a. Istotno$¢ réznic pomigdzy
poszczegélnymi grupami oceniono na podstawie testu post-hoc NIR (najmniejsze)
istotnej réznicy).

Do analizy zmienno$ci ksztaltu zastosowano tzw. nalozenie Prokrusta (ang.
Procrustes analysis) — analizowane czaszki zostaly na siebie nalozone w sposob
optymalny, tj. tak, aby odleglos¢ miedzy reprezentujacymi je punktami
w wielowymiarowej przestrzeni ksztaltu (ang. shape space) byta jak najmniejsza
(jednoczesnie przeskalowano je do tych samych rozmiaréw). Tak zmodyfikowane
wspotrzedne, tzw. wspotrzedne Prokrusta, poddano analizie czynnikow gtownych (ang.
principal component analysis) oraz analizie dyskryminacyjnej (ang. discriminant
function analysis). W przypadku symetrycznych czesSci czaszki, czyli jej strony
grzbietowej i brzusznej oraz szczeki, zmienno$¢ ksztaltu zostala podzielona na
skladowa symetryczna oraz asymetryczng (tzn. wynikajaca z réznic pomigdzy lewa
a prawg strona badanej struktury — Klingenberg 2008), i tylko sktadowa symetryczna
poddano obu analizom. Przy analizie dyskryminacji przeprowadzono oceng
wiarygodno$ci klasyfikacji z zastosowaniem walidacji krzyzowej (ang. /eave-one-out

cross validation), jak rowniez test permutacji (1000 iteracji) oceny istotnosci dla
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odlegltosci Mahalanobisa i Prokrusta migdzy srednimi ksztattami dla danych grup.
Dodatkowo, aby ocenié¢, czy procedura odnajdowania brakujacych punktow, oparta
przeciez na Sredniej z danej grupy, nie miatla wplywu na obnizenie zr6znicowania
wewnatrzgrupowego, a tym samym na wyniki analizy dyskryminacji (opartej na
poréwnaniu wariancji wewnatrz- i miedzygrupowej), przeprowadzono poréwnanie
wynikow analizy dyskryminacyjnej dla grupy zuchw z odtworzonymi punktami
z wynikami analizy dyskryminacyjnej dla grupy zuchw wylacznie ze zmierzonymi
punktami (w sumie takich ,,wspélnych” punktow, dajacych si¢ zmierzy¢ u wszystkich

okazow, byto 30).

Zmienno$¢ ksztattu dla analizy czynnikow gléwnych, jak 1 analizy
dyskryminacji zostala zobrazowana w formie danej konfiguracji punktéw potaczonych
liniami prostymi (ang. wireframe graphs). Pliki (SGV) zawierajace wizualizacje roznic
ksztaltu dla poszczegélnych analiz oraz wykresy z programu Morphol (Klingenberg
2008) poddano obrébce graficznej w programie Corel Draw 11. Ze wzgledu na
ograniczonag mozliwos¢ zaprezentowania wszystkich otrzymanych graficznych
wynikow w pracy przedstawiono jedynie wyniki analizy dyskryminacyjnej, poniewaz
stanowi ona najlepsze podsumowanie roznic migdzy gatunkami. Przedstawione
graficznie réznice zaprezentowano w skali oryginalnej oraz po ich pigciokrotnym
powigkszeniu (powigkszenie to zostalo jednak tak dobrane, ze skala réznic odpowiada
mniej wigeej tym uzyskanym przy wizualizacji ksztattu odpowiadajacego skrajnym

wartosciom czynnikéw gléwnych).
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Wyniki

Ocena biedu

Wydaje sig, ze przy wysokiej precyzji zastosowanego mikroskopu
refleksyjnego, gtownego zrodta bledu nalezy upatrywacé w zdolno$ciach mierzacego —
ostrosci wzroku i zdolnosci do identyfikacji punktow. Rzeczywiscie, najwigkszy blad
(najwyzsze odchylenie standardowe) zaobserwowany zostal w pomiarach trzeciej
wspolrzednej (z), ktorej pomiar byl najbardziej zalezny od wzroku (giebi ostrosci
punktu $wiatta). W najgorszym przypadku odchylenie standardowe wynosito 0,14, ale
w wigkszosci przypadkéw miescito si¢ w granicach 0,02-0,07 (brak podanych w tym
miejscu jednostek dla warto$ci odchylenia oraz dalej dla wielkosci centroidalnej
wynika z tego, ze pomiary przeprowadzone zostaly w ukladzie wspotrzednych,
w ktorym jednostki nie byly mianowane). Punkty réznily si¢ stopniem trudnosci
w identyfikacji, w Zadnym jednak przypadku odchylenie standardowe dla mierzonego
punktu nie bylo na tyle duze, by uzasadnione bylo jego wykluczenie z dalszych analiz.
Dla grupy wielokrotnie zmierzonych czaszek przeprowadzona zostala analiza
czynnikow glownych, a nastgpnie okreslono ich wielko$¢ centroidalng. Odchylenie
standardowe wielko$ci centroidalnej miescilo si¢ w granicach 0,007-0,05
(w wigkszosci przypadkéw mniej niz 0,02). Natomiast analiza czynnikéw gléwnych
pogrupowala wszystkie wielokrotnie mierzone czaszki w oddzielne skupiska

(przyktadowo patrz: Ryc. 2).
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Rycina 2. Wielko$¢ centroidalna oraz pierwszy czynnik glowny (PC 1) dla
powtérzonych pomiarow goémmej szczeki. W nawiasie podano procent catkowitej
zmienno$ci opisywany przez pierwszy czynnik glowny. Poszczegélne symbole
odpowiadaja jednej z pigeiu zmierzonych 10-krotnie szczgk.
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Wptyw odtwarzania brakujgcych punktéw na analize
dyskryminacji

Odtworzenie potozenia brakujacych punktéw na podstawie Sredniej dla grupy
nietoperzy o danej plci i gatunku moze wplynaé na obnizenie wariancji
wewnatrzgrupowej, a tym samym na wyniki analizy dyskryminacji (sztucznie
polepszy¢ rezultaty klasyfikacji), jako Ze analiza ta oparta jest na poréwnaniu
zmienno$ci wewnatrzgrupowej do zmiennosci miedzygrupowej. Postanowiono wige
porowna¢ wyniki analizy dyskryminacji dla zuchw z odtworzonymi punktami
z wynikami uzyskanymi dla Zzuchw bez odtworzonych punktéw. Wyodrebniono 30 z 34
zmierzonych punktow, ktére mozna bylo odnalezé na wszystkich okazach. Na
podstawie analizy dyskryminacyjnej zuchw bez odtworzonych punktéw poprawnie
zaklasyfikowano 24 z 26 osobnikow (krzyzowa walidacja data takie same wyniki).
Odlegtos¢ Mahalanobisa (D) pomiedzy $rednimi ksztaltami obu gatunkéw wyniosta
3,183 (p < 0,0001), a odleglo§¢ Prokrusta (d) 0,028 (p < 0,0001). Na wyniki analizy
dyskryminacyjnej mogly jednak wptyna¢ inne czynniki niz utrata zmiennosci
wewnatrzgrupowej, chociazby zmiana liczby analizowanych punktéw. Przyjgto zatem,
ze dla oceny wplywu odtwarzania punktéow na wyniki przeprowadzanej analizy
najodpowiedniejsze bgdzie nie tyle porownanie, o ile zmienily si¢ odlegtosci Prokrusta
i Mahalanobisa, ale takze jak zmienily si¢ one wzgledem siebie (odleglosé
Mahalanobisa jest ,przeskalowana” wzgledem zmienno$ci wewnatrzgrupowej —
Klingenberg i Monteiro 2005). Wzrost odleglosci Prokrusta w poréwnaniu z wynikami
dla grupy zuchw z odtwarzanymi punktami wynidst 7%, podczas gdy Mahalanobisa
14% (poziom istotno$ci w poréwnaniu z poprzednia analiza nie ulegl zmianie).
Wigkszy wzrost odlegtosci Mahalanobisa niz Prokrusta $§wiadczy o tym, ze procedura
odnajdywania brakujacych punktéw nie wplynela znaczaco na utrate zmiennosci

wewnatrzgrupowe;.

Roéznice wielkosci

Analiza wynikow testu ANOVA dla ukladow czynnikowych wykazala, ze
w przypadku grzbietowej i brzusznej strony czaszki oraz zuchwy czynnikiem bardziej
wplywajacym na zréznicowanie wielko$ci jest przynalezno$¢ gatunkowa, natomiast

w przypadku gornej szczeki tym czynnikiem (de facto jedynym istotnym statystycznie)
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jest przynalezno$¢ do danej pici. Wplyw interakcji obu czynnikoéw byt nieistotny
statystycznie we wszystkich przypadkach (Tab. 1).

Srednia wielko§¢ (wyrazona jako $redni logarytm naturalny wielkosci
centroidalnej) czgsci czaszek porownywanych odrebnie dla plci testem post-hoc okazata
si¢ wigksza u karlika malutkiego niz u karlika drobnego. W przypadku czegsci
grzbietowej 1 brzusznej oraz szczgki roéznice te nie przekraczaly 1% 1 byly istotne
statystycznie tylko dla grzbietowej i brzusznej strony czaszki samic i gornej szczeki
samcOw. Najwigksza réznice w wielkosci zaobserwowano w zuchwie — u samic
wynosita ona 1,4%, a u samcow 1,7% (p < 0,05 w obu przypadkach).

Tabela 1. Zroznicowanie rozmiaru poszczegolnych czgsci czaszki — wplyw
przynaleznosci gatunkowej oraz plci (wyniki testu dla ukladow czynnikowych
ANOVA).

Czgs¢ czaszki Czynnik Wartos¢ statystyki F Warto$¢ p
grzbietowa Pteé 8.9 0,007
Gatunek 14,4 0,001
brzuszna Plec¢ 8,6 0,006
Gatunek 15:7 0,001
szczeka Pleé¢ 7,3 0,013
Gatunek 1,7 0,204
zuchwa Pleé 5.3 0,031
Gatunek 11,0 0,003

Najwigksze réznice w wielkos$ci zaobserwowano pomigdzy samicami karlika
malutkiego i samcami karlika drobnego — dorsalna i brzuszna czesci czaszki samic byly
Srednio wigksze o 1.4 %, szczeka gorna o 1,6 %, a zuchwa o 2,6% (dla wszystkich
poréwnan istotnie statystycznie; p < 0,03). Z kolei najmniejsze réznice w wielkosci,
a wlasciwie ich brak, zaobserwowano pomigdzy samcami karlika malutkiego a samicami
karlika drobnego. Samice karlika drobnego mialy nieco wigksza grzbietowa i1 brzuszng
czegs¢ czaszki (0,1%) oraz gorna szczeke (0,6%), ale mniejsza zuchwe (0,5%), jednakze
réznice te nie byty istotne statystycznie.

Wsrod poréwnywanych czeSci czaszki najwigksze roznice w  wielkosci
centroidalnej dotyczyly zuchwy (od 0,5% do 2,6%). Dla innych cze$ci czaszki réznice te
wahaty si¢ w przedziale 0,2-1,4%. Zuchwa byta tez jedyna czescia czaszki, w przypadku
ktorej samce karlika malutkiego byly nieco wigksze niz samice karlika drobnego, ale nie
byl to wynik istotny statystycznie.

U obu kryptycznych gatunkéw Srednie wielkoSci wszystkich czgsci czaszki samic

byly wigksze niz samcow. W przypadku zuchwy karlika malutkiego, réznica migdzy
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samcami i samicami, cho¢ stosunkowo bliska przyjetej granicy istotno$ci, nie byta
jednak istotna (p = 0,076). Z kolei w przypadku karlika drobnego tylko czg$¢ brzuszna
czaszki roznila sig istotnie statystycznie, a dla Zuchwy rdéznica byla bliska granicy
istotnosci (p = 0,067). U karlika malutkiego réznice migdzy pilciami wynosity od 0,9%
(czegs¢ grzbietowa) do 1,3% (szczeka i zuchwa), a u karlika drobnego od 0,5% (czgs¢
brzuszna) do 0,9% (zuchwa).

Réznice ksztattu

Wyniki analizy dyskryminacyjnej oraz analizy czynnikdw gléwnych
w przypadku poréwnania osobnikéw danej pici w obrgbie jednego gatunku wskazuja
na to, ze nie ma istotnych réznic w ksztalcie samcow i samic. Dlatego tez, przy badaniu
zmienno$ci ksztaltu, osobniki obu plci byly analizowane wspdlnie.

Liczba wyodrebnionych czynnikéw gldwnych odpowiadajacych za 99%
zmiennos$ci ksztattu calej badanej proby wynosita 19 dla grzbietowej czgsci czaszki, 22
dla brzusznej i po 25 dla szczeki gornej i zuchwy (Ryc. 3). Dwa pierwsze czynniki
gtowne odpowiadaty kolejno za 27,5% 1 15,5% dla grzbietowej czgsci czaszki, 23,5%
112,0 % dla brzusznej, 38,5% i 15,3% dla szczgki gorej oraz 13,7% i 10,8 % dla

Zuchwy.
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Rycina 3. Procent zmiennosci przypisany poszczegdlnym czynnikom giéwnym
dla grzbietowej (a) i brzusznej (b) czgsci czaszki oraz gornej szezeki (¢) i zuchwy (d).
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Zmienno$¢ ksztaltu w obrebie danego gatunku byla stosunkowo wysoka i1 zaden
z czynnikow glownych nie pozwolil na catkowite rozdzielenie obu gatunkow (Ryc. 4).
Podzial na odrgbne gatunki okazal si¢ najmniej widoczny na wykresie przedstawiajacym
dwa pierwsze czynniki glowne dla brzusznej czesci czaszki (Ryc. 4a) i nieco bardziej
widoczny dla wykresow przedstawiajacych te same czynniki dla grzbietowej czgsci
czaszki i dla gornej szczeki (Ryc. 4b i 4¢). Najbardziej wyrazne rozdzielenie badanych

gatunkow miato miejsce w przypadku rozktadu zmiennosci ksztattu Zuchwy (Rye. 4d).
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Rycina 4. Rozkltad zmiennosci ksztaltu (pierwszy [PC1] i drugi czynnik glowny
[PC2]) grzbietowej (a) i brzusznej (b) czeSci czaszki oraz szczgki gormej (c)
1 zuchwy (d) u karlika malutkiego i drobnego. W nawiasach podano procent catkowitej
zmiennoS$ci opisywany przez dany czynnik glowny.

Analiza dyskryminacyjna wspoétrzednych Prokrusta brzusznej strony czaszki data
podobne wyniki do analizy czynnikéw glownych — odleglo§¢ Mahalanobisa (D) pomigdzy

usrednionymi ksztattami czaszek byla nieistotna statystycznie (D =2,704, p>>0,05)
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i chociaz wyniki klasyfikacji wedlug przynaleznosci gatunkowej dla wyznaczonej funkcji
dyskryminacyjnej byly dobre (tylko 3 z 27 osobnikéw zostaly blednie przypisane), to wyniki
walidacji krzyzowej nie wypadly juz tak dobrze — 15 nieprawidlowo zaklasyfikowanych
osobnikéw, co wskazuje na przeszacowanie wynikow analizy dyskryminacyjnej, wynikajace
z duzej liczby badanych punktéw w stosunku do liczby zmierzonych okazéw. Tylko
odlegltos¢ Prokrusta (d) pomigdzy usrednionymi ksztaltami byla istotna statystycznie
(d=0,015, p<0,05). Przedstawione powyzej wyniki sugeruja, ze pod wzgledem ksztattu
brzusznej czegSci czaszki badane gatunki nie sa wyraznie oddzielone. Niemniej jednak
niewielka, ale istotna réznica w odleglosci Prokrusta oraz widoczne na wykresie czynnikow
glownych przesuniecie karlika malutkiego wzgledem karlika drobnego w strong dodatnich
wartosci dla pierwszego czynnika gléwnego i1 ujemnych dla drugiego czynnika gtéwnego,
pozwalaja okreslic pewne tendencje dla ksztaltu obu gatunkéw; i tak u karlika malutkiego
widoczna jest tendencja w kierunku wydluzonego rostrum i nieco wydluzonych tukow
jarzmowych, natomiast u karlika drobnego widoczne jest poszerzenie puszki moézgowej
(Ryc. 5).

W przypadku grzbietowej czeSci czaszki analiza dyskryminacyjna pozwolita na
poprawne zaklasyfikowanie wszystkich badanych okazéw do wlasciwego gatunku, ale
wyniki walidacji krzyzowej daly juz gorsze rezultaty — 7 z 27 blednie zaklasyfikowanych
osobnikéw. Zaréwno odleglos¢ Mahalanobisa, jak i Prokrusta pomigdzy usrednionymi
ksztaltami byla istotna statystycznie 1 znacznie wigksza niz w poprzednim przypadku —
D=6,840 (p < 0,05) oraz d = 0,027 (p < 0,05). Zaobserwowane réznice w ksztalcie
objawialy sig, podobnie jak w przypadku strony brzusznej czaszki, wydtuzeniem rostrum
1 ukow jarzmowych u karlika malutkiego. U karlika drobnego natomiast widoczne bylo nie
tylko poszerzenie puszki moézgowej, ale rdwniez poszerzenie czaszki w rejonie kosci
czotowej, tukow jarzmowych i kosci szczekowej (Ryc. 6). Puszka mozgowa byta takze nieco
wyzsza u tego gatunku (Ryc. 7).

Po analizie dyskryminacyjnej przeprowadzonej dla gornej szczeki wyniki klasyfikacji
mozna uzna¢ za dobre — tylko jeden blednie przypisany osobnik, ale krzyzowa walidacja
data znacznie gorszy rezultat: az 11 z 27 blednie zaklasyfikowanych osobnikéw. Odleglos¢
Mahalanobisa wynosita 2,702 (p < 0,05), a Prokrusta 0,027 (p < 0,01). Réznice w ksztalcie
szczgki gornej porownywanych gatunkéw dotyczyly przede wszystkim skrocenia szeregow
zgbowych i poszerzenia odleglo$ci migdzy nimi u karlika drobnego (Ryc. 8), wydluzenia
i nieco bardziej pionowego ustawienia gornych ktéw (Ryc. 9) oraz niewielkiego poszerzenia

pierwszego i drugiego gérnego trzonowca u karlika malutkiego (Ryc. 8b).
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Szersze
b basicranium

Wydtuzone tuki jarzmowe

Rycina 5. Porownanie ksztaltu czaszki karlika malutkiego (kolor czarny) i karlika
drobnego (kolor czerwony): cze$¢ brzuszna (a), cze$¢ brzuszna po pigciokrotnym
powiegkszeniu roznic (b).
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Szerszy rejon: kosci czotowej, tukdw jarzmowych,
kosci szczekowej

Rycina 6. Poréwnanie ksztaltu czaszki karlika malutkiego (kolor czarny) i karlika
drobnego (kolor czerwony): cze$¢ grzbietowa (a), czg$¢ grzbietowa po pigciokrotnym
powigkszeniu roznic (b).
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Wyzsza i szersza puszka moézgowa

Wydtuzone rostrum

Szersze tuki jarzmowe

Rycina 7. Porownanie ksztaltu czaszki karlika malutkiego (kolor czarny) i karlika
drobnego (kolor czerwony): widok z boku (a), widok z boku po pigciokrotnym
powigkszeniu roznic (b).
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Szersze trzonowce

Szerszy odstep miedzy
szeregami zebowymi

Dluzszy szereg zebowy

Rycina 8. Porownanie ksztaltu gormej szczeki karlika malutkiego (kolor czarny)
i karlika drobnego (kolor czerwony): widok z gory (a), widok z gory po pigciokrotnym
powigkszeniu réznic (b).
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Wyzszy kiet

Rycina 9. Por6wnanie ksztaltu gornej szczeki karlika malutkiego (kolor czarny)
i karlika drobnego (kolor czerwony) widok frontalny (a), widok frontalny po
pigciokrotnym powigkszeniu réznic (b).
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Podobnie jak w przypadku analizy czynnikéow gléwnych, roéwniez w wyniku
analizy dyskryminacyjnej najbardziej wyrazny rozdzial badanych gatunkéw widoczny
byt w przypadku ksztattu zZuchwy — tylko jeden z 26 osobnikéw zostal blednie
zaklasyfikowany, natomiast w wyniku krzyzowej walidacji trzy osobniki zostaly
blednie przypisane do gatunku, a zarowno odleglos¢ Mahalanobisa, jak i Prokrusta
(D=2,750 1 d=0,025) byly wysoce istotne statystycznie (p<0.001 wobu
przypadkach).

Réznice w ksztalcie Zuchwy objawialy si¢ w skroceniu ciala zuchwy, ale
zrelatywnym wydluzeniem szeregow zebowych u karlika malutkiego, oraz
z poszerzeniem galezi (ramienia) zuchwy, a takze ze skroceniem kldéw i zmniejszeniem
trzonowcow u karlika drobnego (Ryc. 10). Ponadto, u karlika malutkiego wyrostek

skroniowy byt wyzej wysunigty w stosunku do wyrostka stawowego (Ryc. 10b).
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Wzniesiony
wyrostek skroniowy

Kroétsze ciato zuchwy

Rycina 10. Poréwnanie ksztaltu zuchwy karlika malutkiego (kolor czarny)
i karlika drobnego (kolor czerwony): widok labialny (a), widok labialny po
pieciokrotnym powigkszeniu roznic (b).
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Dyskusja

Roéznice wielkosci

Nie wszystkie wyniki poréwnan miedzygrupowych poszczegélnych czgsci czaszek
wedlug testu post-hoc NIR osiagnely zaloZzony poziom istotnosci, niemniej jednak ogodlna
prawidlowo$¢ wydaje si¢ niepodwazalna — wszystkie czeSci czaszki samic karlika
malutkiego byly najwigksze, a te samcow karlika drobnego najmniejsze. Z pewnoscia
pewnym ograniczeniem tych badan jest niewielka liczebno$¢ proby, a przede wszystkim
duza dysproporcja migedzy liczebno$cia samcow 1 samic w probach oraz odwrotna proporcja
obu piei u kazdego z gatunkéw (przewaga samcoéw u karlika malutkiego, przewaga samic
u karlika drobnego). Niemniej jednak badania Cardini i Elton (2007) nad wplywem bigdu
wynikajacego ze sposobu pobierania proby w badaniach morfometrycznych wykazaly, ze
ocena $redniego rozmiaru dla populacji na podstawie nieduzych liczebnosci prob daje na
0got poprawne oszacowania, chociaz niezbyt dobre oszacowania dla rozrzutu tej cechy
w populacji.

Réznica wielko$ci pomigedzy badanymi gatunkami jest raczej niewielka, bowiem
maksymalnie sigga 2,6%. Dla celow poréwnawczych otrzymanych wynikow z innymi
pracami warto tutaj jednak przypomnie¢, ze w wielu badaniach morfometrycznych autorzy
calkowicie pomijaja zaloZzenie o log-normalnym rozkladzie wielkosci. W omawianym
przypadku nie mozna bylo odrzuci¢ ani zalozenia o rozkladzie normalnym, ani zaloZenia
o rozkladzie log-normalnym. Zdecydowano si¢ na ten drugi rozklad z przyczyn
teoretycznych, wynikajacych z zalozenia, ze w przypadku zmiennej, na ktora wptywa duza
liczba czynnikoéw losowych, ktore pojawiaja si¢ w czasie i wplywaja na nig proporcjonalnie
do czasu, mamy do czynienia wiasnie z takim rozkladem. Wielkos¢ ciata, bedaca wynikiem
rozciagnigtych w czasie procesow wzrostowych, z ktérych na kazdy oddziatuje duza liczba
niezaleznych czynnikow, spelnia te zalozenia (Watala 2002). Niemniej jednak, gdyby
przyjeto zalozenie o rozkladzie normalnym badanej cechy, woéwczas, jakkolwiek nie
wplyngtoby to na oceng poziomu istotnosci testu ANOVA, mialoby wplyw na procentowa
oceng roznic (wzrost z 2,6% do 7,3%).

Najwigksza réznica miedzygatunkowa w wielkosci dotyczyla zuchwy. Otrzymane
wyniki byly istotne statystycznie dla wszystkich przeprowadzonych poréwnan z wyjatkiem
jednego (samce karlika malutkiego versus samice karlika drobnego). Roéwniez w testach

ANOVA dla wybranych ukladéw czynnikowych stwierdzono, Zze Zuchwa byla ta czgscia
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czaszki, w przypadku ktorej czynnik przynaleznosci do danej plci byl najmniej znaczacy.
Mozna wiec przyjaé, ze wielkos¢ zuchwy w najlepszym stopniu charakteryzuje badane
gatunki sposrod wszystkich przebadanych cech. Zuchwa jest tez jedyna czeécia czaszki, dla
ktorej roznice w wielkosci gatunkoéw sa na wyzszym poziomie niz migdzy piciami w obrgbie
badanych gatunkow.

W odniesieniu do S$rednich wielko$ci centroidalnych badanych czgsci czaszek
uzyskane wyniki sa zgodne z wynikami, przeprowadzonej tradycyjnymi metodami
morfometrycznymi, pracy Barlow i in. (1997), w ktdrej autorzy wykazali, ze karlik malutki
ma dluzsza czaszke i wigkszy aparat zebowy od karlika drobnego. Wykazali oni roéwniez, ze
dhugos$¢ zuchwy i szeregdw zebowych sg cechami pozwalajacymi na najlepsze rozréznienie
pomiedzy badanymi gatunkami kryptycznymi. To, Ze najwigksze r6znice pomigdzy karlikami
stwierdzone zostaly wlasnie w rozmiarze zuchwy, nie wydaje si¢ zaskakujace w Swietle
zaobserwowanych réznic w diecie tych nietoperzy — u karlika malutkiego stwierdzono
bowiem istotnie wyzszy udzial ofiar o wigkszych rozmiarach ciala, niz ma to miejsce
u karlika drobnego (Barlow 1997), a korelacja miedzy rozmiarem aparatu zg¢bowego
a rozmiarem ofiary jest juz znana u wielu gatunkéw nietoperzy owadozernych (Fenton 1988,
Freeman 1979, Freeman i Lemen 2007, Lee i McCracken 2004).

Uzyskane wyniki potwierdzaja dymorfizm plciowy (w kierunku wigkszych samic)
u karlika malutkiego. Natomiast w przypadku karlika drobnego wydaje si¢ on dos¢
prawdopodobny, ale nie mozna go ani potwierdzi¢, ani wykluczy¢. Pojawia si¢ w czesci
brzusznej czaszki, ale juz w grzbietowej czgséci nie jest istotny statystycznie. Podobnie, nie
jest istotny w przypadku poréwnania wielkosci szczeki, ale na granicy istotnosci w przypadku
zuchwy. Posrednio potwierdzaja go poréwnania migedzygatunkowe, jako ze wszystkie roznice
pomiedzy wielkoScia samic karlika malutkiego a samcow karlika drobnego sa wysoce istotne,
a pomigdzy samicami karlika drobnego a samcami karlika malutkiego takich réznic si¢ nie
stwierdza.

W badaniach Barlow i in. (1997) zaobserwowano rowniez réznice miedzy plciami
(w maksymalnej dlugosci czaszki, dlugosci szeregdw zgbowych) u obu gatunkow, ale
w konkluzji autorzy stwierdzili, ze roznice te sq zbyt male, aby mozna bylo moéwié
o dymorfizmie piciowym u badanych karlikow (warto tutaj wspomnie¢, Ze autorzy borykali
si¢ z podobnym problemem w wielkosci i sktadzie prob jak w niniejszej pracy). Prezentowane
badania daja duzo bardziej szczegbélowy opis wielkosci, jako ze wielko$¢ centroidalna jest
miarg szacujacq caly rozmiar badanego obiektu. Roznice w wielkosci migdzy plciami

u karlika malutkiego nie sg duze (na poziomie 1%), ale obecne. U karlika drobnego réznice te
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sa nieco mniejsze niz 1%, ale dymorfizm wydaje si¢ prawdopodobny, tym bardziej, ze jest on
zjawiskiem powszechnym u nietoperzy z rodziny mroczkowatych Vespertilionidae (Campbell
i Kitchener 1980, Bornholdt i in. 2008, Burnett 1983, Fujita 1984, Iliopoulou-Georgudaki
1984, Myers 1978, Williams i Findley 1979). Dymorfizm plciowy (na poziomie 6%
wielkosci) wykazany zostat tez u innego gatunku karlika, Pipistrellus hesperus (Allen, 1864),
(Findley i Traut 1970).

Zaobserwowany poziom réznic pomigdzy wielkoscia samic i samcoéw badanych
gatunkéw (0,9%—1,3% u karlika malutkiego oraz 0,5-0,9% u karlika drobnego) jest bardzo
podobny do tego stwierdzonego w europejskiej populacji nocka rudego, Myotis daubentoni
(Kuhl, 1817), uktérego réznice w wielkosci miedzy plciami zawieraly si¢ w przedziale
0,6-1,4% (Bogdanowicz 1992). Hipotezy wyjasniajace przyczyny dymorfizmu plciowego
czesto zwiazane sg z réznicami w wymogach termoregulacyjnych osobnikow obu plei —
wigksza wielko§¢ samic nietoperzy tlumaczy si¢ koniecznos$cig utrzymania odpowiedniej
temperatury ciala (uniknigcia hipotermii) dla prawidlowego rozwoju plodu (Findley i Wilson
1982), czy tez konieczno$cia przetrwania okresu hibernacji w kondycji umozliwiajacej
utrzymanie ciazy (az do momentu pojawienia si¢ odpowiednich zasobéw pokarmowych —
Bogdanowicz 1992). Uwaza si¢ tez, ze doboér naturalny moze faworyzowaé wigksze
potomstwo, co zkolei prowadzi do selekcji w kierunku wigkszych matek zdolnych do
donoszenia wigkszego ptodu (Fujita 1984, Mayers 1978, Ralls 1976). Jesli wyjasnienia te sa
stuszne oznaczaloby to, ze dymorfizm plciowy moze si¢ zmienia¢ w obrebie gatunku
w zaleznosci od szerokosci geograficznej i zwigzanego z nig klimatu. W badaniach nad
koloniami nocka rudego zobszaru ich europejskiego zasiggu stwierdzono pozytywna
korelacja migdzy wielko$cig czaszki samic tego gatunku a niskimi temperaturami; ponadto
stwierdzono duza zmienno$¢ stopnia dymorfizmu plciowego, w tym jeden przypadek
odwrdcenia jego kierunku (Bogdanowicz 1992). Zalezno$¢ od szerokosci geograficznej
dymorfizmu piciowego, a nawet zmiang jego kierunku, zaobserwowano takze u indyjskiej
populacji owocozernego nietoperza Cynopterus sphinx (Vahl, 1797) — samice byly wigksze
na potudniu, a samce na poéinocy badanego obszaru (Storz i in. 2001). Wyniki te wskazuja, ze
przy ocenie dymorfizmu plciowego waznym czynnikiem moze by¢ miejsce pochodzenia
prob. W niniejszej pracy wykorzystano proby z Wielkiej Brytanii, ktéra cechuje stosunkowo
tagodny klimat. Przypuszczalnie, badane gatunki z obszaréw chlodniejszego klimatu Europy
kontynentalnej moze cechowaé inny stopien dymorfizmu plciowego, tym bardziej, ze
u Pipistrellus pipistrellus sensu lato wykazano réznice w wielkosci zalezne od klimatu
(Stebbings 1973).
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Réznice w ksztalcie

We wszystkich czgSciach czaszki pierwszy czynnik gléwny odpowiadal za
stosunkowo nieduzy procent zmiennosci ksztattu (od 11% do 39%), co wskazuje na brak
spektakularnych r6znic w budowie czaszki kryptycznych gatunkéw. Mimo to wydaje sig, ze
roznice w budowie Zuchwy badanych nietoperzy mozna uznaé za istotne, skoro pozwolily
one na zaklasyfikowanie wigkszo$ci osobnikow do wiasciwego gatunku, zaréwno na
podstawie analizy czynnikow glownych (metody kiadacej wigkszy nacisk na zmienno$c¢
w obrgbie grupy niz analiza dyskryminacyjna), jak i analizy dyskryminacyjnej
(Ryc. 4d i 10).

Wedlug wynikow krzyzowej walidacji analizy dyskryminacyjnej tylko trzech z 26
(11%) osobnikéw nie mozna bylo poprawnie przydzieli¢c do wlasciwego gatunku na
podstawie ksztattu zuchwy. Wynik ten, co ciekawe, jest bardzo zblizony do uzyskanego
przez Barlow i in. (1997), gdzie udziat Zle zaklasyfikowanych osobnikéw po analizie
dyskryminacyjnej stanowil 12% (w analizie brano pod uwage dlugo$¢ kondylobazalna
czaszki, dlugo$¢ zuchwy i szeregow zgbowych). Warto tutaj jednak zauwazy¢, ze autorzy
ci podali jedynie wyniki analizy dyskryminacyjnej bez oceny jej istotnosci; gdyby
zastosowali krzyzowa walidacje zapewne udzial niepoprawnie zaklasyfikowanych
osobnikow bylby znacznie wyzszy niz podane 12%. Ponadto przedstawione w niniejszej
pracy wyniki analizy dyskryminacyjnej dotycza samego ksztaltu Zuchwy, podczas gdy
w przypadku pracy Barlow i in. (1997), przeprowadzonej metodami tradycyjnymi, czynniki
wielkosci 1 ksztaltu nie sg od siebie oddzielone.

W badaniach budowy aparatu zgbowego wielu gatunkéw zwierzat wykazano,
ze zaobserwowane réznice pozostaja w $cistym zwiazku z dieta, wptywajac nie tylko na
jego wielko$¢, ale takze i ksztalt (np. Patterson 1984, Tschapka i in. 2008, Wiens
i Rotenberry 1980, Wyckmans i in. 2007, Young i in. 2007). To wlasnie badania na
nietoperzach czgsto podawane sa za przyklad udanego zastosowania ekomorfologii
(ang. ecomorphology), czyli wnioskowania o cechach ekologicznych organizmu na
podstawie analizy jego cech morfologicznych (Arita i Fenton 1997; patrz tez: Swartz i in.
2003), a ksztalt szczeki i zgbow u nietoperzy mozna $mialo uzna¢ za odzwierciedlenie ich
diety (Neuweiler 2000; patrz tez: Freeman 1979, 1981a, 1981b, 1984, 1988, 1992, 1995
1 2000; Freeman i Weins 1997 oraz Tschapka i in. 2008). Ciekawy przeglad takich wtasnie
badan, w ktorych analizowane byly zaleznosci migedzy morfologig a takimi czynnikami, jak

sposOb zerowania, réznice w sygnatach echolokacyjnych, czy zaleznosci ewolucyjne
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stanowig prace Bogdanowicza iin. (1999 12005), Storzy i in. (2001), Fentona
i Bogdanowicza (2002), Nogueiry i in. (2005), Gannona i Racza (2006), Bornholdta i in.
(2008) oraz Eviniin. (2008). Van Cakenberghe iin. (2002) w pracy dotyczacej
ewolucyjnych zalezno$ci migdzy zmianami w diecie a budowa czaszki wykazali
u nietoperzy z rodziny liscionosow (Phyllostomatidae) korelacj¢ migdzy ewolucyjnymi
zmianami w diecie a zmianami w budowie czaszki, a zmiany te byly na ogét w zgodzie
zwysnutymi a priori przypuszczeniami opartymi na wiedzy o funkcjonalnych
dostosowaniach do danej diety u innych nietoperzy i gatunkéw ssakow.

Takze w przypadku badanych gatunkéw réznice w budowie aparatu zgbowego
stanowia odzwierciedlenie roznic w diecie. Karlik malutki ma wzglednie dtuzsze i bardziej
pionowe goére kly (Ryc. 9), nieco wigksze dolne kly (Ryc. 10) oraz wigksze pierwsze
idrugie gome trzonowce (Ryc. 8) — wszystko to wydaje si¢ przystosowaniem
do przekluwania i rozdrabniania twardszych ofiar, ktorych udziat w diecie tego gatunku jest
wyzszy niz u karlika drobnego. W swojej pracy Barlow (1997) wykazala, ze 13% pokarmu
karlika malutkiego sklada si¢ z owadéw nie nalezacych do migkkich Nematocera, podczas
gdy u karlika drobnego takie owady stanowig 5%.

Bardziej rozwinigty wyrostek skroniowy u karlika malutkiego (Ryc. 10) moze
sugerowa¢ roznice w wielkosci migénia skroniowego kryptycznych gatunkéw, a tym
samym wigksza sil¢ zgryzu karlika malutkiego. To, ze wielko$¢ tego wyrostka przeklada
si¢ na wielko$¢ migénia, a ta z kolei na sil¢ zgryzu, wykazane zostalo u réznych gatunkow
ssakow, cho¢ mozliwe sa tez pewne wyjatki od tej regulty (Emerson i Radinsky 1980).
Badania poréwnawcze roslinozercéw specjalizujacych si¢ w zgryzaniu twardych ro$lin oraz
nie-specjalistow pokazuja na wyrazny podzial tych grup wlasnie na podstawie wysokosci
wyrostka skroniowego oraz wysoko$ci czaszki, co wiaze si¢ z wigksza powierzchnia dla
przyczepu migéni (Perez-Barberia i Gordon 1999). Takze u nietoperzy znane sa przyklady
na to, ze specjalizacja w spozywaniu twardych ofiar objawia si¢ wyzszym wyrostkiem
skroniowym oraz wieksza odlegloscia miedzy wyrostkiem skroniowym a stawowym
(Jacobs 1996). W szeregu badan nad nietoperzami zréznych gildii pokarmowych
(drapieznymi, owocozernymi i nektarozernymi) Freeman (1979, 1981a, 1981b, 1995, 2000)
wykazala, Ze nietoperze drapiezne w poréwnaniu z innymi nietoperzami maja wyzsze
czaszki 1 wyrostki skroniowe. Ponadto, zaobserwowana zostala nie tylko rdznica
w wielko$ci wyrostka skroniowego, ale takze jego polozenia (wyniesienia) w stosunku do
wyrostka stawowego. U karlika malutkiego ro6znica migdzy wysokos$cia tych wyrostkow

jest wigksza. Nisko polozony wyrostek stawowy w stosunku do skroniowego pozwala na
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optymalizacjg sity zgryzu a rozwarcia szczeki tj. zachowania sily zgryzu przy wigkszym
rozwarciu (Turnbull 1970), a wigksze rozwarcie szczeki tego gatunku zostalo juz wykazane
przez Barlow i in. (1997). Wigkszy wyrostek skroniowy u karlika malutkiego moze znalez¢
przetozenie w optymalnym kierunku dzialania migénia skroniowego przy wigkszych
rozwarciach szczeki (van Cakenberghe i in. 2002). Lepsze zrozumienie réznic miedzy
badanymi gatunkami wymagaloby jednak dodatkowych badan, przede wszystkim odno$nie
zaczepow migsniowych szczeki i zuchwy (patrz takze: Dumont 2004).

Skrocona zuchwa karlika malutkiego (Ryc. 10), choé¢ z dhuzszym szeregiem
z¢bowym niz u karlika drobnego, takze wskazuje na silniejszy zgryz tego pierwszego
gatunku (Freeman 1979) z jednoczesna wigkszg powierzchnia do rozdrabniania pokarmu.
Nalezy zauwazy¢, ze cho¢ zuchwa jest wzglednie skrécona, nie oznacza to jednak, ze
w warto$ciach bezwzglednych jest ona mniejsza; przeciwnie — zgodnie z uzyskanymi
wynikami oraz wynikami badan Barlow i in. (1997) jest ona wigksza u karlika malutkiego.

Ro6znice w sile zgryzu i zdolnosci rozdrabniania pokarmu, zwiazane z wielko$cia
migsni, moga by¢ znacznie silniej skorelowane z réznicami w diecie niz same réznice
w ksztalcie szczgki 1 Zuchwy. Przykladowo u pigciu karaibskich gatunkéw ryb z rodziny
Labridae stwierdzono, ze nie tyle réznice w budowie szczeki i zgbdw, ale wilasnie wielko$é
migénia gardlowego, byla najsilniej zwiazana z udzialem twardszych ofiar w diecie
(Clifton i Motta 1998). Czynnikiem limitujacym dostgpno$¢ ofiar moze by¢ nie tyle ich
wielko$¢, co wiasnie twardo§¢. Na przyklad Goldman i Henson (1977) zauwazyli, Ze
nietoperz Pteronotus parnellii (Grey, 1838) jest zdolny do chwytania chrzaszczy, ktérych
egzoszkieletow nie jest juz jednak w stanie przebi¢. Szczegétowe badania nad dzialaniem
migSni  szczgk 1 sila zgryzu unietoperzy sa jednak bardzo nieliczne
(np. De Gueldre i De Vree 1984, 1988 i 1990; Kallen i Gans 1972). Przykladowo sita
i kierunek sity zgryzu dla pokarmu o réznej twardosci badane byly u rudawki wielkie;j,
Pteropus giganteus (Briinnich, 1782), (De Gueldre i De Vree 1990). W badaniach tych
wykazano, ze sita i kierunek ,,zgryzania” zalezne byly od nat¢zenia aktywno$ci mig$nia
zwacza i migénia skroniowego. Autorzy ci nie osiagneliby ostatecznych wnioskéw, co do
wspotdziatania wymienionych migéni, bez przeprowadzenia niezwykle precyzyjnej analizy
sekwencji kurczenia si¢ poszczegdlnych migéni i ich budowy anatomicznej —
w szczegOlnoSci miejsc  zaczepu migsni z  wyrostkami szczgki 1 Zuchwy
(De Gueldre i De Vree 1988).

Wydluzone rostrum karlika malutkiego (Ryc. 5, 6 i 7), zaobserwowane takze przez

Héusslera i in. (2000) w zewngtrznym wygladzie, wydaje si¢ konsekwencja diuzszych
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szeregbw zebowych. Nie znaleziono Zadnej funkcjonalnego wytlumaczenia dla nieco
szerszego rostrum karlika drobnego (Ryc. 6). Wzglednie szersza i wyzsza puszka mozgowa
karlika drobnego przy mniejszej wielkosci tego gatunku (Ryc. 7) moze by¢ zwiazana

z koniecznoscia zwigkszenia powierzchni dla przyczepoéw migsni szczeki.
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Whioski

Zastosowanie metod trojwymiarowej morfometrii geometrycznej w badaniu
kryptycznych gatunkéw nietoperzy umozliwilo uzyskanie dodatkowych, bardzo
szczegOtowych informacji o réznicach, zarbwno w budowie czaszki, jak i jej wielkosci,
miedzy karlikiem malutkim a karlikiem drobnym. Czynnikiem najbardziej réznigcym sig na
poziomie gatunkowym okazaly si¢ ksztalt i wielko$¢ zuchwy; wedlug wynikéw krzyzowej
walidacji analizy dyskryminacyjnej tylko trzy z 26 (11%) osobnikéw zostaly niepoprawnie
przydzielone do wilasciwego gatunku na podstawie ksztaltu zuchwy. Stwierdzono istotne
réznice w budowie wyrostka skroniowego, jak i w dlugosci ciala zuchwy oraz w uzgbieniu
obu gatunkéw karlikow, ktére wskazuja na diete jako czynnik wplywajacy na ich
roznicowanie. Niewykluczone, ze drobne roznice w diecie legly u podstaw procesu
specjacji tych taksonow (poréwnaj: Nogueira i in. 2005). Oczywiscie, pytanie, jak wplyngly
na ten proces inne czynniki ekologiczne i behawioralne — np. uzytkowane srodowisko czy
roéznice w echolokacji — pozostaje otwarte.

Pomimo wyszukanego aparatu analitycznego nie znaleziono jednak cechy
pozwalajacej na pelne rozroznieniu kryptycznych gatunkow karlikow, co wydaje sig¢ by¢
nieuniknionym rezultatem nakladajacych si¢ cech tych nietoperzy. Réznice w wielkosci
badanych gatunkéw maskowane sg takze przez dymorfizm plciowy w kierunku wigkszych
samic — zostal on stwierdzony u karlika malutkiego, a uzyskane wyniki pozwalaja
przypuszczac, ze wystepuje takze i u karlika drobnego.

Jak si¢ okazalo, zaprezentowana w pracy procedura odtwarzania brakujacych
punktéow homologicznych na podstawie $redniej z grupy nie zaburzyta wynikow analizy
dyskryminacyjnej, a pozwolila na zachowanie pelniejszej charakterystyki badanych
ksztaltow, niz mialoby to miejsce w przypadku wykluczenia tych punktow
z przeprowadzonych analiz. Procedura ta moze znalezé zastosowanie w badaniach

uszkodzonego materiatu kostnego.
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Zalacznik |
Spis zmierzonych okazéw

Pipistrellus pygmaeus*:

622 (F), 662 (F), 671 (F), 672 (F), 675 (F), 677 (F), 689 (F), 691 (F), 692 (F), 706 (F),
680 (M), 718 (M), 730 (M), 731 (M), 734 (M).

Pipistrellus pipistrellus*:

57 (M), 597 (M), 598 (M), 607 (M), 620 (M), 621 (M), 624 (M), 650 (M), 657 (M),

660 (M), 729 (M), 623 (F), 711 (F), 738 (F).

* numer okazu, F — samica, M — samiec
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Zatacznik Il
Opis zmierzonych punktéw homologicznych

19.
20., 22.

STRONA GRZBIETOWA CZASZKI

punkt poczatkowy szwu migdzynosowego

najwyzszy punkt na szwie czolowym

najbardziej wysunigty punkt na zewngtrznej krawedzi kosci przysiecznej

punkt na bocznej krawedzi kosci szczgkowej przy tylniej krawedzi kta gérnego
srodek dolnej krawedzi otworu podoczodotowego

wecigceie nad wyrostkiem tzowym

. najbardziej wysunigty do przodu punkt wewnetrznej krawedzi tuku jarzmowego

najbardziej wcigty punkt na zwgzeniu migdzyoczodotowym

. najbardziej wysunigty do tylu punkt wewnetrznej krawedzi tuku jarzmowego

srodkowy punkt na szwie migdzyciemieniowym

najbardziej wysunigty do tylu punkt na szwie nadpotylicznym

najbardziej zewngetrzny punkt czgsci nadpotyliczne)

najbardziej wysunigty do tylu punkt na wewngtrznej krawedzi zewngtrznego

przewodu stuchowego

21., 23. srodek dolnej krawedzi zewngtrznego przewodu stuchowego

i e e

D5 1
9.,14.
10, 15.

11, 16.

12,17

STRONA BRZUSZNA CZASZKI

punkt Srodkowy na krawedzi otworu nosowego

tylna krawedz wyrostka podniebiennego

najbardziej wysunigty do przodu punkt na krawedzi otworu wielkiego

najbardziej wysunigty do tylu punkt na krawedzi otworu wielkiego

najbardziej bocznie wysunigty punkt na krawedzi otworu wielkiego

wierzchotek wyrostka sutkowego

najbardziej wysunigty do tylu punkt wewnetrznej krawedzi tuku jarzmowego
najbardziej wysunigty do tylu punkt zewnetrznej czesci tuku jarzmowego
najbardziej wysunigty do przodu punkt na wewnetrznej krawedzi tuku
jarzmowego

wierzchotek haczyka skrzydlowego
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13., 18.
19.,23.
20., 24.
2125
22., 26.

2., 26.
3524,
4., 28.
5,29,
6., 30.
Tl
8,32,
9.,33.

10., 34.
{3l
12., 36.
13537
14., 38.
15., 39.
16., 40.
17., 41.
18., 42.
19., 43.
20., 44.
21.,45.
22., 46.
23.,47.
24., 48.
25.,49.
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punkt ekstremum na bocznej wewngtrznej krawedzi tuku jarzmowego
metastyl M

guzek na I'

wierzchotek P

parastyl M?

SZCZEKA

punkt srodkowy na krawedzi otworu nosowego

metastyl M’

mesostyl M°

srodek mezjalnej krawedzi M’

parastyl M?

srodek dystalnej krawedzi M

mesostyl M

srodek mezjalnej krawedzi M

parastyl M?

srodek dystalnej krawedzi M

mesostyl M'

parastyl M'

najbardziej dystalny punkt na krawedzi p*

najbardziej mezjalny punkt na krawedzi P*

wierzcholek P

wierzchotek C

glowny guzek I’

dodatkowy guzek I'

glowny guzek I'

najbardziej wysuniety w strone podniebienna punkt na koronie M’
najbardziej wysuniety w strong podniebienna punkt na koronie M*
najbardziej wysuniety w strone podniebienna punkt na koronie M'
najbardziej wysunigty w stron¢ podniebienna punkt na koronie p?

najbardziej wysunigty w stron¢ podniebienng punkt na koronie C

dodatkowy guzek I'
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Siuy s ad T

10.
if
12.
13.
14.
15
16.
17.
18.
19.
20.
24,
22
23.
24.
29:
26.
27.
28.
29.
30.
31.

ZUCHWA

wierzcholek wyrostka skroniowego

wierzchotek wyrostka stawowego

punkt maksymalnego zaglgbienia wcigcia esowatego
wierzcholek wyrostka katowego

punkt maksymalnego zaglebienia wcigcia pod wyrostkiem katowym
punkt maksymalnego wygigcia na wysoko$ci gatezi zuchwy na dolnej krawegdzi
ciala zZuchwy

najbardziej wysunigty do przodu punkt na dolnej krawedzi ciata zuchwy
srodek krawedzi otworu brédkowego

najbardziej wysunigty do przodu punkt ciata Zuchwy
wierzchotek I; (na $srodku krawedzi zgba)

punkt srodkowy migdzy zgbodotami ;1 I,

wierzchotek I, (na srodku krawedzi zgba)

punkt srodkowy miedzy zgbodotami I»1 I3

wierzchotek I3 (na $rodku krawedzi zgba)

punkt srodkowy migdzy zgbodotami I3i C

wierzchotek C

punkt srodkowy migdzy zgbodotami C1i P

wierzchotek P,

punkt srodkowy miedzy zebodotami P i Py
wierzchotek Py

punkt Srodkowy miedzy zgbodotami P4 i M,
protoconid M,

punkt srodkowy w zaglebieniu migdzy guzkami M,
hypoconid M;

punkt srodkowy miedzy zgbodotami M; i1 M,
protoconid M,

punkt srodkowy w zaglgbieniu migdzy guzkami M,
hypoconid M,

punkt srodkowy pomigdzy migdzy zgbodotami M i M3
protoconid M3

punkt srodkowy w zaglebieniu migdzy guzkami M;
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32.  hypoconid M;
33. koniec szeregu zgbowego

34.  punkt na styku ciala i ramienia zuchwy
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Zalacznik Il

Procedura odtwarzania wspétrzednych brakujgcych punktéw
homologicznych

Kazda czaszke mozna przedstawi¢  jako zbior punktow:

(X3 7152, heos (X, 7,2, ). Srodek cigzkosci czaszki (x, y,z) ma nastgpujace wspotrzedne:

Innymi stowy, uzywajac terminologii

rachunku prawdopodobienstwa, kazda z czaszek moze by¢ uznana za trojwymiarowq
zmienna losowa (X,¥,Z). Wtedy $rodkiem ciezko$ci czaszki jest punkt (EX,EY,EZ).
A zmienna losowa ma macierz kowariancji:

D*X  cov(X,Y) cov(X,Z)
cov(Y,X) DY  coWy,Z)|,
cov(Z,X) cov(z,Y) D?z
ktora, przy zalozeniu, ze EX = EY = EZ =0(a mozna przyjac takie zalozZenie, bo wspotrzedne
czaszek byly centrowane), redukuje si¢ do formy:
EX? EXY EXZ
Q=|EXY EY* EYZ|.
EXZ EYZ EZ*

Gdzie:

EX? =13 (v, -xf

noo
EXY =%i(x, ~x)y —) ete.
1=1

Ta macierz kowariancji jest symetryczna i dodatnio okreslona, co oznacza, ze ma
rzeczywiste wektory wlasne. Wektory te sa prostopadle (ortogonalne) i mozna je
wykorzysta¢ do wyznaczenia tzw. ,,naturalnego” uktadu wspoétrzednych kazdej czaszki —
po znormalizowaniu dlugosci staja si¢ one wektorami podstawowymi nowego ukladu
wspotrzednych.

Procedura skladata si¢ z nastgpujacych krokow:

15 Brakujacy punkt byt zastgpowany przez S$rednia arytmetyczna tego punktu

w zbiorze czaszek (tego samego gatunku i pici).
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2 Kazda czaszka byla normalizowana: przesuwana tak, by $rodek cigzkosci mial
wspblrzedne (0,0,0), a nastepnie jej wielko$¢ centroidalna przeskalowana do 1.*
3 Dla kazdej z czaszek znajdowano wektory wlasne (v,,v,,v;) macierzy kowariancji.
Nastepnie czaszka byla obracana do czasu, gdy wektory podstawowe starego uktadu
wspotrzednych (e, e,,e;) przyjmowaly warto$¢ (v,,v,,vs ). **
4, Brakujacy punkt (punkty) byl zastgpowany przez Srednig arytmetyczna tego punktu
w zbiorze czaszek (tego samego gatunku i plci).
3. Poprzednia operacja mogla wplyna¢ na zmiang Srodka cigzkosci, wielkosci
centroidalnej i kierunki osi ukladu wspéirzednych kroki 2-4 byly powtarzane, dopdki
wspolrzedne brakujacego punktu nie ulegaly zmianie z doktadno$cig do czwartego miejsca
po przecinku.

Procedura zostala przeprowadzona w programie Excel z wyjatkiem obliczania

wektorow wiasnych, do czego zastosowano NTSYSpc 2.1 (Rolf 2000).

*Normalizacja

W mechanice moment bezwladnosci 1 uktadu punktow (x,,y,,2, )(,,¥,.2,)

o masie — obliczony w odniesieniu do punktu (a,b,c) wyraza si¢ wzorem:
n

/ =%ikx, —a)2 +(y, —-b)2 +(z, —c)z].

W tym przypadku szukamy momentu bezwladnosci w odniesieniu do $rodka
cigzkoscei, ktéry wynosi (0,0,0), wigce:
I=EX>+EY*+EZ* =1rQ.

Kiedy wspotrzedne czaszki zostaja podzielone przez wielko$¢ centroidalna V7 nowy

moment bezwtadnosci przyjmuje wartos¢ 1.

Czaszka o momencie bezwtadnosci 1 i Srodku cigzkosci (0,0,0) jest znormalizowana.

**Zmiana uktadu wspotrzednych:

W starym ukladzie wspéirzednych wektory podstawowe przyjmowaty wartosci:

e, =(1,0,0),
e, =(0,1,0),
e, =(0,0,1).
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W nowym ukladzie wspotrzednych ortogonalne znormalizowane wektory wilasne
przyjmuja wartosci:

Y= (vll’VIZ’vU)’
Vo= ("21 »V225 V3 )’

Y§:= ("31"’32,"33)
Wektor a=ae, +a,e, +ae;mozna wyrazi¢ w nowym uktadzie wspotrzednych
jakoa =1t v, +1,v, +1,v,, gdzie ¢, to nowe wspotrzedne. Wtedy:
aje; + aye; +asey =y, +,v, +13v (#),
co po przemnozeniu skalarnych prze v, daje:
a,(e,,v,)+a2(e2,v,)+a3(e3,v,) =t,(v,,v,)=l, !
Po przemnozeniu skalarnym przez v, i v,tego réwnania (#) otrzymujemy uklad
trzech rownan okreslajacy nowe wspotrzedne:
L =ay, +a,v,; +a,vy,
I, =a\vy +a,vy +a;vy
Iy =a\vy +a,vy +avy,
ktére mozna zapisa¢ jako macierz:

h Vit Yiz2 Vi3 | 9
L=V Va2 Va3 |42

I3 Vi Va2 Vi3 || 493
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Analiza zréznicowania genetycznego populacji
Pipistrellus pipistrellus i Pipistrellus pygmaeus

w Polsce

63



Spis skrotow

AMOVA — analiza zmienno$ci molekularnej

BIA — Bialowieza

Ds Nei — standardowy dystans genetyczny Nei (Nei 1978)

DUN — Nowy Duninow

Fis — wspodlczynnik wsobnoséci (imbredu) — prawdopodobienstwo, ze osobnik ma
w okreslonym locus dwa allele, ktére niedawno oddzielity si¢ od wspélnego przodka
Fst — indeks utrwalenia, dystans genetyczny (Weir i Cockerham 1984; Michalakis
i Excoffier 1996) oparty na poréwnaniu frekwencji alleli — prawdopodobienstwo, ze
dwie losowo wybrane gamety z tej samej subpopulacji beda miaty to samo pochodzenie
w odniesieniu do gamet wybranych z catej populacji

GOR — Gorki

GRZ — Gaj-Grzmigca

KOS — Gorki Koscielne

KRZ — Krzyz Wielkopolski

LUB — Lubnia
LYS — Lysomice
MYL — Mylin

NOW — Nowolesie

Ne — efektywna wielkos$¢ populacji

PCoord — gléwna wspotrzedna

PCoordA — analiza gléwnych wspotrzednych

PIS — Jezioro Pisocne

POD — Poddebie

PRZ — Przeworno

Pz — par zasad

Rel — miara spokrewniania osobnikow (Hamilton 1971)
Ris — analog Fis oparty na modelu mutacji krokowych

Rst — (Slatkin 1995) odpowiednik Fst oparty na modelu mutacji krokowych
Rownowaga H-W — réwnowaga Hardy’ego-Weinberga
SAMOVA — przestrzenna analiza zmiennosci molekularnej
SIE — Siemistawice

SEU — Stupski Mtyn
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STO — Stolec
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Streszczenie

Celem projektu byla analiza struktury genetycznej populacji karlika malutkiego,
Pipistrellus pipistrellus (Schreber, 1774), i karlika drobnego, Pipistrellus pygmaeus
(Leach, 1825), w Polsce oraz okre$lenie stopnia osiadlosci tych gatunkéw i kierunku
przeptywu genéw migdzy koloniami. Ze wzgledu na odnotowany w latach 60. XX
wieku spadek liczebnosci wielu europejskich gatunkéw nietoperzy cheiano takze ocenic¢
kondycje krajowych populacji karlikow — stopien wsobnos$ci (inbredu), efektywna
wielko$¢ populacji, sprawdzi¢, czy populacje nie nosza znamion przejscia przez tzw.
,,szyjke od butelki”. Dodatkowo skupiono si¢ na ocenie réznic w strukturze genetycznej
kryptycznych gatunkéw i przelozenia tych réznic na réznice w biologii i ekologii
badanych gatunkéw, ktore jeszcze do potowy lat 90. XX wieku uznawane byty za jeden
gatunek — Pipistrellus pipistrellus (Schreber, 1774).

Ocena zmienno$ci genetycznej badanych gatunkéw przeprowadzona zostata na
podstawie sekwencji o$miu markeréw mikrosatelitarnych. Sze$¢ z zastosowanych
markerow bylo juz stosowanych przy badaniach tych gatunkéw, natomiast dwa
pozostale dobrano na zasadzie proébnych amplifikacji z uzyciem starterow,
wykorzystywanych wczesniej w analizach innych gatunkéw z rodziny mroczkowatych
(Vespertilionidae). W sumie na terenie Polski (w przypadku jednej kolonii — takze
i Ukrainy) odtowiono 368 osobnikow nietoperzy obu gatunkéw, w tym 188 osobnikow
karlika malutkiego i 180 karlika drobnego. Przynalezno$¢ gatunkowa odlowionych
zwierzat zostala potwierdzona metodami molekularnymi (poréwnanie dtugosci
odpowiednich fragmentow mfDNA); dla wybranej grupy zwierzat zsekwencjonowano
takze fragment okoto 480 par zasad (pz) cytochromu b. Amplifikacja wszystkich osmiu
loci mikrosatelitarnych i zsekwencjonowanie uzyskanego produktu powiodty si¢ dla
364 prob. Materiat pochodzit z 16 kolonii — z 6 kolonii letnich karlika malutkiego 1 10
kolonii letnich karlika drobnego oraz z jednej kolonii zimowej mieszanej (przy czym
stwierdzono w niej obecnos¢ tylko jednego osobnika karlika drobnego). Kolonie karlika
drobnego zlokalizowane byly we wschodniej i centralnej Polsce, a odleglosci migdzy
nimi mie$city si¢ w zakresie od 50 do 480 km; kolonie karlika malutkiego znajdowaty
si¢ w zachodniej czesci kraju, a odlegtosci migdzy nimi wahaty si¢ w zakresie od 7 do
420 km.
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Stwierdzono duza zmienno$¢ genetyczna zaréwno dla populacji karlika
malutkiego, jak i dla populacji karlika drobnego; warto$¢ heterozygotycznosci
obserwowanej wyniosta odpowiednio: 0,67 i 0,68 (0,78 i 0,75 po uwzglednieniu
poprawki dla alleli zerowych). Test na zréznicowanie populacji pod wzgledem
frekwencji alleli u obu gatunkow dat bardzo istotne wyniki, jednak przy poréwnaniu par
kolonii tylko dla 5 takich par kazdego gatunku wynik byl istotny statystycznie. Podobne
wyniki dalo oszacowanie (za pomocg Fsr, Rst 1 standardowego dystansu Nei) dystansu
genetycznego pomigdzy koloniami. Przykladowo warto$¢ Fst dla kolonii karlika
malutkiego zawierata si¢ w przedziale od 0,000 do 0,07 (7 na 21 poréwnan kolonii bylo
istotnych statystycznie), a dla karlika drobnego zakres ten wynosit od -0,0002 do 0,16
(6 na 36 istotnych wynikow). Warto$¢ oszacowania Fsr dla calej populacji byta wyzsza
dla karlika malutkiego niz dla karlika drobnego (0,014 versus 0,003), ale r6znica
migdzy gatunkami nie byla istotna statystycznie. U obu gatunkéw stopien wsobnosci
byt taki sam, a jego warto§¢ wysoka (0,20). Zaréwno dla karlika malutkiego, jak i dla
karlika drobnego wskaznik spokrewnienia byt dodatni i wynosil odpowiednio 0,023
(0,009 wg innego oszacowania) i 0,011 (0,013), a r6znica migdzy gatunkami nie byla
istotna. U obu gatunkéw struktura genetyczna byla stabo zaznaczona, nie sg to jednak
populacje panmiktyczne (u obu gatunkéw wykazano istotng pozytywna autokorelacje
dystansu genetycznego jako funkcji odleglosci geograficznej, dodatkowo dla karlika
drobnego — istotna izolacj¢ przez dystans). Wyniki testu na strukturg populacji
SAMOVA oraz PCoordA nie pozwolily na podzielenie kolonii w obrgbie badanych
gatunkow na podgrupy. Jedynym wyraznym i wysoce istotnym statystycznie podzialem
kolonii byl podzial na gatunki — wariancja miedzy gatunkami wynosita 19%. Takie
wyniki moga $wiadczy¢ o wysokim stopniu migracyjnosci badanych zwierzat, co
potwierdzity rezultaty testu przypisania oraz testu na obecno$¢ migrantow w pierwszym
pokoleniu. Przeptyw genéw prawdopodobnie odbywal si¢ we wszystkich kierunkach.
U karlika malutkiego intensywna migracjg stwierdzono pomiedzy kolonia zimowa,
znajdujaca si¢ w Wielkopolsce, a polozong 250 km dalej na péinoc kolonig rozrodcza
(stwierdzono 4 migrantow w pierwszym pokoleniu). Migracja odbywata si¢ tez
pomigdzy kolonig zimowa, a koloniami potozonymi na potudniu (na Slasku). Podobna
sytuacje¢ zaobserwowano u karlika drobnego, u ktérego stwierdzono przeloty w wielu
kierunkach, jakkolwiek z pewna tendencja w kierunku péinocnym. Uzyskane wyniki
w poréwnaniu z tymi dla populacji karlikow w Wielkiej Brytanii wskazuja na nieco

odmienny charakter naszych populacji — zaréwno karlik malutki, jak i karlik drobny

68 http://rcin.org.pl



wykazuja wigkszy stopien migracyjnosci (w populacjach z Wlk. Brytanii warto$ci Fsr
byly nieco wyzsze od zaobserwowanych w Polsce). Wyniki testu przypisania, a takze
wartosci Fst dla populacji, wskazuja réwniez na to, ze gatunki, cho¢ nieznacznie, réznig
si¢ migdzy soba — karlik malutki wykazuje nieco bardziej osiadty charakter niz karlik
drobny.

Interesujace rezultaty daly oszacowania efektywnej wielkosci populacji oraz test
na efekt ,,szyjki od butelki”. Wprawdzie dokladnos$¢ oszacowan efektywnej wielkosci
populacji na podstawie marker6w genetycznych jest wciaz dyskutowana i dla
uzyskanych wynikéw nalezy przyja¢ dos¢ duzy margines bledu, to wskazujq one na
zaskakujaco niskie wartosci — rzedu 100-200 osobnikow przy wielko$ci cenzusowej
populacji przypuszczalnie porownywalnej z ta oszacowana dla WIk. Brytanii, ktdra
oceniono na okoto 2,5 miliona osobnikéw karlika malutkiego i okoto 1,5 miliona
osobnikow karlika drobnego. Wyniki te, cho¢ dyskusyjne, sa zgodne z rezultatami testu
na efekt ,szyjki od butelki”, w ktérym uzyskano znaczacy statystycznie wynik,
$wiadczacy o gwaltownym zalamaniu sig¢ liczebno$ci, zarobwno w przypadku
poszczegolnych kolonii, jak i dla catych populacji gatunkow.

Podsumowujac, powyzsze badania pozwolily na jednoznaczng weryfikacje
istnienia obu kryptycznych gatunkéw w Polsce. Wykazana zostala przydatno$¢ do
badan nad genetyka populacyjna dwoch niestosowanych dotad u tych gatunkéow
markeréw mikrosatelitarnych. Ponadto uzyskane wyniki, poza oceng struktury
genetycznej badanych gatunkow, stopnia ich migracyjnosci i kierunku przeptywu
genoéw, rzucily nowe $wiatlo na status populacji karlikéw w Europie Srodkowej. Oba
gatunki uwazane sa za jedne z najpospolitszych na kontynencie europejskim i jako
jedyne z gatunkéw nietoperzy zamieszkujacych Europe nie zostaly zaliczone do
gatunkow S$cisle chronionych i objetych II zalacznikiem Konwencji Bernenskie;j.
Zaprezentowane wyniki pokazuja, ze ocena stopnia zagrozenia tych gatunkéw mogla
by¢ nazbyt optymistyczna — za wysoka liczebnoscia nie kryje si¢ bowiem odpowiednio
wysoki stopien zréznicowania genetycznego, co czyni gatunki bardziej podatnymi na

réznego rodzaju zagrozenia.
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Wprowadzenie

Nietoperze (Chiroptera) sa drugim (po gryzoniach) pod wzgledem licznosci
gatunkéw rzedem ssakow. Bardzo dlugo nalezaly do stabo poznanych grup zwierzat
(Kulzer 1988). W ostatnich dwoch dekadach nastapit niezwykly rozwo6j w badaniach
tych ssakow i1 wiedzy o nich, nierozerwalnie zwiazany z rozwojem technik badawczych
(Kunz i Fenton 2003). Wiedza o tych niezwyklych zwierzetach jest jednak nadal
niepelna. Wciaz odkrywane sa nowe gatunki nietoperzy, a dzieje si¢ tak przede
wszystkim dzieki zastosowaniu metod molekularnych. Zewngtrzne roznice
morfologiczne bywaja tak nieznaczne, ze nawet wsréd wydawaloby si¢ powszechnie
znanych europejskich gatunkéw nietoperzy odkrywane sa gatunki kryptyczne. Tak byto,
jak juz to opisano w pierwszej czeSci pracy, w przypadku karlika malutkiego,
Pipistrellus pistrellus (Schreber, 1774), ikarlika drobnego, Pipistrellus pygmaeus
(Leach, 1825), ale okazalo sig, Ze nie jest to przypadek wyjatkowy. W 2001 r. von
Helversen i in. (2001) opisali nowy gatunek z rodziny mroczkowatych — nocka
Alkatoe (Myotis alcathoe Helversen i Heller, 2001). Gatunek ten morfologicznie okazat
si¢ bardzo podobny do trzech innych: nocka wasatka, M. mystacinus (Kuhl, 1817),
z ktorym byl zazwyczaj mylony, nocka Brandta, M. brandtii (Eversman, 1845),
i M. ikonnikovi (Ognev, 1912). Wszystkie te gatunki réznia si¢ jednak od siebie
wyraznie pod wzgledem sekwencji dwoch gendw mitochondrialnych: ND1 i 12S rRNA.
Podobnie wsrod europejskich gackéw w ostatnich latach na podstawie badan sekwencji
mitochondrialnego DNA wydzielono trzy nowe gatunki: gacka alpejskiego (Plecotus
macrobullaris Kusjakin, 1965 — Kiefer i Veith 2002, Spitzenberger i in. 2002, 2003),
gacka balkanskiego (P. kolombatovici Duli¢, 1980 — Kiefer i in. 2002) i gacka
sardynskiego (P. sardus Mucedda, Kiefier, Pidinchedda i Veith, 2002), réwniez bardzo
zblizone do siebie pod wzgledem cech morfologicznych (np. Mucedda i in. 2002,
Spitzenberger i in. 2002).

Problem identyfikacji gatunkowej, jak rowniez skryty i nocny tryb Zzycia
nietoperzy, powoduja trudnosci w zgromadzeniu wiarygodnych danych na temat ich
wymagan Srodowiskowych, struktury populacji, liczebnosci czy rozmieszczenia. Takze
w tego rodzaju badaniach metody molekularne okazuja si¢ niezwykle pomocne,
poréwnanie poziomu zmiennos$ci sekwencji pozwala bowiem na wnioskowanie o wielu

z wymienionych powyzej cech, a uzyskanie materialu genetycznego jest
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niejednokrotnie tatwiejsze od dlugotrwatych obserwacji terenowych. Odkrycie szybko
ewoluujacych sekwencji genetycznych, takich jak mikrosatelitarne sekwencje
jadrowego DNA, umozliwia badaczom prowadzanie prac naukowych na coraz nizszych
poziomach hierarchicznych — migdzypopulacyjnych czy wrecz migdzyosobniczych.
Doskonala ilustracja takich wilasnie molekularnych badan na poziomie osobniczym
moze by¢ praca Vonhofa i in. (2006), w ktérej wykazano, ze rodzenstwo z jednego
miotu u wystgpujacego w Ameryce Péinocnej mroczka brunatnego, Epfesicus fuscus
(Beauvois, 1796), bardzo czgsto bywa przyrodnie, co moze by¢ istotnym czynnikiem
wplywajacym na struktur¢ populacji. Zjawisko to zreszta moze potencjalnie
wystgpowa¢ u wielu innych gatunkéw nietoperzy, u ktérych zaplemnienie jest
oddzielone w czasie od zaplodnienia.

Whprawdzie w ostatnich latach pojawily si¢ prace na temat genetyki populacyjne;j
nietoperzy — np. dotyczace borowca wielkiego, Nyctalus noctula (Schreber, 1774) —
Petit i Mayer (2000), Petit i in. (1999); gacka brunatnego, Plecotus auritus (Linnaeus,
1758) — Burland i in. (2001) oraz Furmankiewicz i Altringham (2007); czy podkasanca
Schreibersa, Miniopterus schreibersii (Kuhl, 1817) — Miller-Butterworth 1 in.
(2002, 2003) — jednak ich liczba nadal jest zaskakujaco niska w poréwnaniu z liczba
prac dotyczacych innych grup zwierzat. Takim sztandarowym przykladem moga by¢
chociazby walenie (Cetacea), a przeciez uzyskanie od nich materialu genetycznego
wydaje si¢ jeszcze trudniejsze niz od nietoperzy. Wedlug Burland i Worthington-
Wilmer (2001) do 2000 r. opublikowano okolo 60 prac opisujacych mniej niz 70
gatunkéw nietoperzy (przy szacowanej wowczas przez autoroOw ich liczbie siggajacej
963 gatunkoéw; aktualnie znamy ponad 1100 gatunkéw) z 7 na 18 znanych rodzin,
podczas gdy w przypadku waleni tych prac bylo okolo 70 przy 80 znanych gatunkach
tych zwierzat. Przydatno$¢ badan opartych na markerach genetycznych w przypadku
tak specyficznej grupy zwierzat, jakimi sa nietoperze, jest trudna do przecenienia. Nie
tylko Ze nietoperze prowadza skryty tryb Zycia i sg zdolne do przemieszczania si¢ na
wielkie odleglosci, ale tez cechuje je bardzo zréznicowana i czgsto zlozona struktura
socjalna, zr6znicowane zwyczaje godowe i rozrodcze, a takze pokarmowe, jak rowniez
takie zjawiska jak rojenia letnie i jesienne (ang. swarming) (np. Furmankiewicz
1 Altringham 2007, Karlsson i in. 2002, Piksa 2008, Rivers i in. 2005, Veith i in. 2004).
Dotychczasowe badania, oparte zarowno na markerach mitochondrialnego, jak
i jadrowego DNA, przyczynily si¢ do lepszego poznania zlozonej biologii nietoperzy.

Przyktadowo Veith i in. (2004) oraz Furmankiewicz 1 Altringham (2007) wykazali, ze
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podczas rojenia dochodzi do przeplywu gendéw pomigdzy koloniami gacka brunatnego,
ktory jest gatunkiem o silnej filopatrii u obu pici, a mimo to genetycznie nie ma silnie
zaznaczonej struktury ani wysokiego stopnia spokrewnienia pomigdzy osobnikami
w obrgbie kolonii. Badania molekularne na poziomie populacyjnym przyczyniaja sig
takze do okre$lenia takich czynnikéw oddzialywujacych na populacje jak bariery
geograficzne — np. Castella i in. (2000) dowiedli, ze Cie$nina Gibraltarska jest bariera
dla nocka duzego, Myotis myotis (Borkhausen, 1797). Petit i Mayer (2000), w swoich
badaniach nad europejskimi koloniami rozrodczymi i zimowymi borowca wielkiego,
nie tylko Ze potwierdzili migracyjno$¢ badanego gatunku, ale takze przedstawili
mozliwe kierunki migracji, ktore w przypadku tak matych zwierzat sa bardzo trudne,
jesli niemozliwe, do zbadania metodami telemetrycznymi, a dane z obraczkowania sa
nieliczne ze wzgledu na bardzo niski procent ponownie odlawianych zwierzat. Z kolei
Durrant i in. (2008) stwierdzili, ze populacja nocka Bechsteina, Myotis bechsteinii
(Kuhl, 1817), w Wielkiej Brytanii przeszla przez drastyczne zalamanie sig liczebnosci,
ktore skutkowato znacznym obnizeniem réznorodnosci genetycznej (tzw. efekt ,,szyjki
od butelki”). Kerth i in. (2002a, 2000b) oraz Kerth i Petit (2005) u tego samego gatunku
zwroécili uwage na réznice w migracyjnosci samic i samcoéw, wykazujac bardzo silng
filopatri¢ samic i duzg migracyjno$¢ samco6w. Ruedi i Castella (2003) z kolei zbadali
mechanizmy i kierunek ekspansji nocka duzego po cofnigciu sig¢ lodowca.

W przypadku karlikow, ktére uwazane sa za jedne z najliczniejszych gatunkéw
europejskich nietoperzy (Mitchell-Jones i in. 1999), wiele z aspektow ich biologii nie
jest jeszcze poznanych, tym bardziej ze wiele badan i obserwacji dokonanych przed
odkryciem istnienia gatunkoéw blizniaczych stracilo swoja wartos¢. Wigksza czgs¢
z badan molekularnych karlikéw koncentrowala si¢ na ich rozréznieniu (Barratt i in.
1995 i 1997, Mayer i von Helversen 2001a i 2001b, Mayer i in. 2007) i zagadnieniach
filogenetycznych (Benda i in. 2004, Huvla i in. 2004 i 2007), i dopiero w 2007 r.
ukazata si¢ praca dotyczaca genetyki populacyjnej karlikéw malutkiego i drobnego
z obszaru Wielkiej Brytanii (Racey i1 in. 2007). Autorzy ci potwierdzili w niej, ze
niezaleznie od odleglosci geograficznej réznice w obrgbie jednego z gatunkéw sa
mniejsze niz pomigdzy populacjami obu kryptycznych gatunkéw. Wykazali rowniez
w obregbie obu gatunkéw niewielka, ale istotna izolacje genetyczna przez dystans, co
wedlug autoréw moze wskazywac na to, ze do zaplodnienia samic dochodzi przed
dlugodystansowymi jesiennymi wedrowkami tych zwierzat. U obu gatunkéw

zroznicowanie genetyczne pomigdzy koloniami nie bylo wysokie, ale gatunki réznity

http://rcin.org.pl 73



si¢ pomigdzy soba. U karlika malutkiego zréznicowanie bylo nieco wyzsze, takze
izolacja przez dystans byla silniej zaznaczona, co moze wskazywac¢ na bardziej osiadty
charakter tego gatunku w poréwnaniu z karlikiem drobnym. Warto tutaj jednak zwrécié
uwage na fakt, Ze praca dotyczyta specyficznego terenu badan — Wielka Brytania jest
wyspa 1 tu tez przebiega granica zasiggu obu gatunkéw karlikéw. Roznice
w zachowaniu nietoperzy pomigdzy Europa kontynentalng a Wyspami Brytyjskim byty
juz notowane zaréwno u innych gatunkéw nietoperzy, jak i u samych karlikow.
Przyktadowo stwierdzono inny wybér schronien u borowiaczka, Nyctalus leisleri
(Kuhl, 1817), ktory w Europie kontynentalnej zdaje si¢ zajmowaé¢ wytacznie dziuple
drzew (Ruczynski i Bogdanowicz 2005), podczas gdy w Irlandii kolonie macierzyste
znajdowane sg na strychach (Shiel i1 Fairely 1999). W przypadku karlika malutkiego
i drobnego wykazywano takze réznice w wielkosci kolonii, czgstosci ich zmieniania,
a takze w preferencjach srodowiskowych. Srednia wielkos§¢ kolonii macierzystej karlika
drobnego w Wielkiej Brytanii wynosi 200 osobnikéw (Barlow i Jones 1999), podczas
gdy w Czechach — okolo 60 osobnikow (Bartonic¢ka i in. 2008). Z kolei wielkos¢
kolonii wplywa na termoregulacjg, a tym samym czgsto§¢ zmieniania lokalizacji
kryjowki (Haddow 1993, Barlow i Jones 1999). Czgste zmiany kryjowek obserwowano
w Europie kontynentalnej zarowno u karlika malutkiego (Feyerabend i Simon 2000),
jak 1 karlika drobnego (Bartoni¢ka i in. 2008), przy czym dotyczyly one nie tyle
przemieszczania si¢ calej kolonii, ile jej czegSci, zgodnie ze strategia obrony przed
drapieznictwem — fission-fusion — modelu obserwowanego takze u innych nietoperzy
z rodziny mroczkowatych, takich jak borowiec wielki (Willis i Brigham 2004) czy
nocek Bechsteina (Kerth i Konig 1999). Z kolei badania nad koloniami karlika
malutkiego i drobnego z Wielkiej Brytanii dowodza bardzo rzadkich zmian kryjéwek
podczas sezonu rozrodczego (Davidson-Watts i in. 2006). Wiele wskazuje rowniez na
réznice pomiedzy Europa kontynentalng a Wielka Brytania w stopniu migracyjnosci
badanych gatunkéw, co moze mie¢ kluczowe znaczenie dla formowania si¢ ich
struktury genetycznej. Najdluzszy odnotowany dystans pokonany przez karlika
w Wielkiej Brytanii to jedynie 69 km (Avery 1991), podczas gdy w kontynentalnej
Europie to 1123-km przelot trwajacy 70 dni pomiedzy Ukraing a Bulgarig
(Bendaiin. 2003). Zebrano réwniez dane na temat roznic w strategii rozrodu —
w Wielkiej Brytanii formowanie si¢ grup rozrodczych zaobserwowano p6éznym latem

(Park i in. 1996), podczas gdy w Europie centralnej kojarzenie si¢ tych zwierzat ma
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miejsce w czasie lub po sezonowych migracjach pdéznym latem Ilub jesienig
(Sachteleben i von Helversen 2006).

Celem niniejszej pracy byla analiza struktury populacji karlikéw malutkiego
i drobnego w Polsce. Kraj nasz, ze wzgledu na swoje polozenie w samym centrum
Europy, stanowi reprezentatywne miejsce dla badan populacyjnych wielu gatunkéw
nietoperzy z tego kontynentu, i moze stanowi¢ odniesienie np. dla wynikéw
otrzymanych w Wielkiej Brytanii (Racey i in. 2007). Ponadto postanowiono potozy¢
szczegélny nacisk na znalezienie réznic w strukturze populacji, ktére mozna by
przelozy¢ na roznice w zachowaniu czy ekologii badanych karlikéw. Dodatkowo
chciano tez ustali¢ takie wiasciwosci badanych populacji, jak: jej efektywna wielkosc,
ewentualne wykrycie efektu ,,szyjki od butelki”, czy wyznaczenie kierunku przeptywu
genow, ktore pozwola na okreslenie kondycji badanych populacji i wytyczenie
wilasciwego kierunku dziatan na rzecz ochrony gatunkowej karlikow.

By zrealizowa¢ powyzsze zalozenia postanowiono okresli¢ zréznicowanie
genetyczne wyrazone jako heterozygotyczno$¢ obserwowana i spodziewana, bogactwo
alleliczne, czy dystans genetyczny pomiedzy koloniami badanych gatunkoéw, a takze
sprawdzi¢, czy istnieje izolacja przez dystans lub jakie$ inne przejawy zaznaczonej
struktury. Poréwnanie otrzymanych wynikéw z rezultatami badan nad strukturg
populacji innych gatunkéw nietoperzy pozwoli na wnioskowanie o biologii karlikéw,
w tym okreslenie stopnia ich osiadlosci w Polsce. Dotychczasowe badania molekularne
przeprowadzone u nietoperzy wskazuja, ze duze znaczenie dla ksztaltowania sig
struktury populacji ma migracyjno$¢ 1 stopien filopatrii (przywiazania do miejsca
urodzenia) samcow i samic — np. u migracyjnego borowca wielkiego (Petit 1 Mayer
2000, Petit i in. 1999) struktura populacji jest stabo zaznaczona, u osiadlego gacka
brunatnego (Burland i in. 2001) struktura ta znajduje odbicie przede wszystkim w linii
matczynej, natomiast u migracyjnego, ale wykazujacego silng filopatrig samcoéw i samic
podkasanca Schreibersa jest ona wyrazna u obu pici (Miller-Butterworth i in. 2003).
W przypadku karlikéw malutkiego i drobnego dane na temat stopnia ich migracyjnosci
nie sa jednoznaczne. Odsetek ponownie odtawianych obraczkowanych nietoperzy jest
bardzo niski. Z jednej strony znane sa dane z obraczkowania $wiadczace o istnieniu
osiadlych populacji w $srodkowej Europie (Hutterer i in. 2005), z drugiej — to wlasnie
z Europy pochodza dane o wspomnianym juz najdtuzszym przelocie (Benda i in. 2003)
oraz innych przelotach na odleglosci setek kilometrow (Kepka 1981, Sachteleben 1991,
Gaisler i in. 2003). Na podstawie analiz morfologicznych proporcji i ksztattu skrzydet
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Norberg i Rayner (1987) zaklasyfikowali karlika malutkiego sensu lato (badania
wykonano przed wprowadzeniem rozroéznienia migdzy gatunkami), jako gatunek
migrujacy na diugie dystanse. ROwniez eksperymenty z wypuszczaniem nietoperzy
z dala od kolonii macierzystych wykazaly, ze sa one zdolne do powrotu z dalekich
odlegtosci, nawet 300 km (Roer 1989). Za prawdopodobne zazwyczaj przyjmuje sig, ze
populacje z zachodniej i wschodniej Europy sa osiadle i przemieszczaja si¢ 10-50 km
migdzy koloniami rozrodczymi a zimowymi, natomiast tam, gdzie zimy sg surowsze,
czyli na wschodzie i péinocy zasiggu, populacje migruja (Sachanowicz 1 Ciechanowski
2005). Uzyskane dane by¢ moze rzuca nowe $wiatlo na charakter polskiej populacji
karlikow. Ponadto wydaje sig, Ze moze istnie¢ réznica w stopniu migracyjnosci obu
gatunkéw. Pomimo licznych stwierdzen kolonii rozrodczych karlika drobnego
w Polsce, obserwacje hibernujacych tu karlikéw drobnych byly sporadyczne i dotyczyty
zazwyczaj pojedynczych osobnikow (nalezy jednak pamigtaé, ze rozr6znienie tych
gatunkéw podczas hibernacji jest niezwykle trudne, a przed 1993 r. gatunki te w ogoéle
nie byly rozr6zniane). Je$li rzeczywiscie nietoperze te réznig si¢ od siebie pod
wzgledem stopnia osiadlosci, to bardziej migracyjny charakter karlika drobnego
powinien znalez¢ odbicie w jego strukturze genetycznej, ktoéra bedzie mniej zaznaczona
niz u karlika malutkiego. Postanowiono takze okresli¢, jaka jest intensywnos¢ 1 kierunki
przeptywu genéw pomigdzy koloniami karlikéw, co nie tylko pozwoli na wnioskowanie
o ich stopniu migracyjnosci, ale moze takze przyczyni¢ si¢ do poznania ewentualnych
kierunkéw ekspansji (Arlettaz i in. 2000). Zjawisko ekspansji zaobserwowano dla
pokrewnego gatunku — karlika Sredniego Pipistrellus kuhlii (Kuhl, 1817)
(Sachanowicz i in. 2006), ktérego zasigg przesuwa si¢ na poinoc Europy, a jako
proponowane mechanizmy tego zjawiska wymienia si¢ nie tyle zmiany klimatyczne, co
przystosowanie si¢ gatunku do zycia w siedzibach ludzkich i jego stosunkowa
plastyczno$é ekologiczna (Bogdanowicz 2004, Sachanowicz i in. 2006). Karliki malutki
i drobny réwniez wykazuja duzy stopien synantropizacji, a ich kryjowki znajdywane sa
zazwyczaj w budynkach, najczes$ciej domach mieszkalnych i domkach letniskowych
(Sachanowicz i Ciechanowski 2005). Polska jest o tyle cieckawym miejscem dla badan
zréznicowania genetycznego karlikow, ze by¢ moze przebiega tutaj wschodnia granica
wystgpowania karlika malutkiego, gdyz jak dotad w péinocno-wschodniej czgsci kraju
nie odnotowano jego obecnosci (Rachwald i1 Szkudlarek 2001, Sachanowicz
i Ciechanowski 2005). Gdyby stwierdzony zostal przeptyw genéow w kierunku
wschodnim, byltby to przyczynek do podejrzen ekspansji tego gatunku na wschod.

76 http://rcin.org.pl



Cechy morfologiczne pozwalajace na identyfikacjg obu gatunkéw nie sa Scisle
okreslone (Dietz i von Helversen 2004, Haussler i in. 2000). Za cechg diagnostyczna
uznaje si¢ roznice w uzylkowaniu skrzydel z zastrzezeniem, Ze moze ona nie by¢
wyksztalcona u osobnikow miodocianych. W Polsce odnotowywano jednak obecno$¢
dorostych osobnikéw o cechach posrednich, tzn. z uzytkowaniem jednego skrzydta
odpowiadajacemu karlikowi malutkiemu, a drugiego odpowiadajacemu karlikowi
drobnemu (inf. ustne G. Golgbniak, wlasne obserwacje). Molekularna weryfikacja
identyfikacji gatunkowej pozwoli dostarczy¢ pewnych danych o wystgpowaniu obu
gatunkow karlikbw w Polsce. Ze wzgledu na brak rozrézniania pomigdzy tymi
gatunkami do lat 90. oraz istniejace nadal trudnosci z ich rozréznianiem, wiedza na
temat ich rozmieszczenia jest niepelna dla calego obszaru Europy. Wiadomo, ze swoim
zasiegiem obejmuja one niemal caly kontynent — na poéinocy do 63-64° szerokosci
geograficznej (w Skandynawii siegaja do atlantyckiego wybrzeza Norwegii, w Rosji do
okolic Moskwy; Dietz i in. 2007, Sachanowicz i Ciechanowski 2005). W wigkszosci
krajow Europy stwierdzono ich sympatryczne wystgpowanie; dotyczy to: m. in.
Wielkiej Brytanii, Grecji, Szwajcarii 1 poludniowych Niemiec, Polski, Czech (Bryja
2009, Mayer i Helversen 2001a; Papadatou i in. 2008, Rachwald i Szkudlarek 2001).
Wiadomo tez, ze karlik drobny dociera dalej na péinoc i péinocny-wschod — licznie
wystepuje na Ukrainie i w Rosji, odnotowywany byt na Kaukazie i Syberii. podczas gdy
karlik malutki jest liczniejszy w Srodkowe;j i zachodniej Europie, gdzie wystgpowanie
karlika drobnego ma raczej charakter wyspowy (Dietz i in. 2007, Sachanowicz
i Ciechanowski 2005). W jednej z hipotez zaproponowano, ze karlik drobny wystgpuje
na krawedzi zasiegu karlika malutkiego (Barratt i in. 1997). Jednak badania
filogenetyczne Hulvy i in. (2004, 2007), a takze badania Rachwalda i Szkudlarka (2001)
nad wystgpowaniem tych gatunkéw w Polsce zaprzeczaja tej hipotezie — karlik drobny
byl odnotowywany na potudniu kraju. Jak juz wspominano nie stwierdzono jednak
obecnosci karlika malutkiego na pétnocnym-wschodzie Polski.

Badania oparte na porownywaniu sekwencji mikrosatelitarnych, ktérych tempo
mutacji znacznie przewyzsza tempo mutacji innych markeréw [np. ocenia sig, ze tempo
mutacji punktowych wynosi 10°-10"" na jedna pozycje na rok (Li 1997), podczas gdy
u myszy laboratoryjnych tempo mutacji sekwencji mikrosatelitarnych oszacowano na
10°-10* (Dallas 1992)], pozwalaja na oceng¢ stosunkowo niedawnych zjawisk
zachodzacych w populacji. Mozliwe staje si¢ wykrycie efektu ,,szyjki od butelki”, czyli

skutku gwaltownego zatamania liczebno$ci populacji, ktére mialo miejsce zaledwie
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kilkadziesiat pokolen wstecz (Cornuet i Luikart 1996, Luikart i Cornuet 1998). Jest to
o tyle wazne, ze cho¢ pod wzgledem liczebnosci populacja mogta juz powréci¢ do
dawnego stanu, nadal moze si¢ w niej utrzymywac niski poziom réznorodnosci
genetycznej, co ma duze znaczenie dla oceny kondycji danej populacji i podejmowania
decyzji o sposobach ochrony gatunkowej. Dlatego tez postanowiono sprawdzi¢, czy
w populacjach karlikéw malutkiego idrobnego — ktorych liczebno$¢ w Europie
i Polsce szacowana jest na bardzo wysoka, ale podlega silnym fluktuacjom — takze
efektywna wielko$¢ populacji jest wysoka i czy nie ma przejawdéw mogacych §wiadczy¢
o efekcie ,,szyjki od butelki”. Oszacowanie cenzusowej wielkosci populacji nietoperzy
jest bardzo trudne, jednak na podstawie prowadzonego od lat w wielu krajach Europy
monitoringu zimowisk tych zwierzat, ocenia sig¢, ze w latach 60. XX wieku doszlo do
drastycznego spadku liczebnos$ci nietoperzy, zwiazanego przede wszystkim ze
stosowaniem pestycydéw (Ciechanowski i Sachanowicz 2005). Z kolei z danych
Centrum Informacji Chiropterologicznej wynika, ze w Polsce od polowy lat 80. XX
wieku liczebnos¢ nietoperzy powigksza sig, co wigzane jest przede wszystkim
z wycofywaniem z uzycia trujacych $rodkéw owadobdjczych oraz ze zmniejszeniem
zanieczyszczenia Srodowiska.

Uzyskane wyniki pozwolg takze na dokonanie czg$ciowych poroéwnan (przede
wszystkim w aspekcie dystansow genetycznych pomigdzy koloniami macierzystymi
karlikow malutkich i drobnych oraz stopnia osiadlo$ci tych gatunkéw) z rezultatami
badan przeprowadzonymi réwnolegle do tego projektu na podobnej liczbie kolonii
iosobnikow (ale 2z zastosowaniem nieco odmiennego zestawu markerow
mikrosatelitarnych) pochodzacych gléwnie z obszaru Republiki Czeskiej oraz Stowacji
(Bryja i in. 2009).
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Materiat i metody

Zbior préb

Zwierzeta odtawiano od maja do sierpnia w latach 2006 i 2007. Przy odtowach
uzywano sieci ornitologicznych o oczkach 16x16 mm; w miejscach, w ktorych
znajdowat si¢ pojedynczy wylot kolonii i w miar¢ dostgpnym miejscu, stosowano

pulapke harfowa wiasnej konstrukcji (Ryc. 1).

Rycina 1. Stosowana przy odtowach putapka harfowa.

Cze§¢ materialu pochodzila od martwych osobnikéw znalezionych przy
koloniach. Préby z Ukrainy uzyskane zostaly w ramach wspoélpracy z TomaSem
Bartoni¢ka i Zdenkiem Rehdkiem (Uniwersytet Masaryka, Brno, Republika Czeska).
Proby z Krzyza Wielkopolskiego pobrane zostaly podczas interwencji OTON-u,
podczas ktorej przenoszono calg kolonig nietoperzy z remontowanego strychu. Material
pochodzit przede wszystkim z letnich kolonii rozrodczych. Wyjatek stanowita kolonia
z Krzyza Wielkopolskiego, ktorej status nie byt do konca jasny — poczatkowo uznana
zostala za wczesng kolonig rozrodcza (odkryto ja w marcu), byla jednak bardzo liczna
ina podstawie identyfikacji, opartej na cechach morfologicznych, stwierdzono, ze

sktadata si¢ zar6wno z osobnikéw nalezacych do karlika malutkiego, jak i drobnego.
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Dlatego przyjeto, ze byla to kolonia zimowa, co jest znaczace przy interpretacji
wynikow, bowiem zwierzeta z kolonii zimowej moga pochodzi¢ z bardziej odlegtych
miejsc. W sumie material pochodzil z 16 kolonii — z 6 kolonii letnich karlika
malutkiego i 10 kolonii letnich karlika drobnego oraz z jednej kolonii zimowej
mieszanej (w tym ostatnim przypadku na 93 osobniki, od ktorych pobrano tkanki do
badan genetycznych tylko jedna nalezata do karlika drobnego; Tab. 1).

Wszystkie kolonie znajdowaly si¢ w budynkach; w wigkszosci byty to budynki
opuszczone, czy rzadko uzywane (stare szopy, niezagospodarowane strychy,
wiezyczki), ale nie zawsze, jak w przypadku kolonii ze Stolca, ktéra od paru lat pojawia
si¢ regularnie w szczelinach okiennych i przy dachu zamieszkatego domu
jednorodzinnego. Kolonie karlika drobnego zlokalizowane byly we wschodniej
i centralnej Polsce, a odlegto$ci migdzy nim miescily si¢ w zakresie od 50 do 480 km,
natomiast kolonie karlika malutkiego znajdowaly si¢ w zachodniej czegsci kraju,
a odlegtos$ci miedzy nimi miescity si¢ w przedziale od 7 do 420 km (Ryec. 2).

W dalszej czgsci pracy w tekscie stosowane beda pelne nazwy kolonii, natomiast
w tabelach i na rycinach uzywane beda skroty ich nazw (trzy pierwsze litery nazwy,
w niektorych przypadkach, aby uniknaé powtorzen, trzy pierwsze litery drugiego cztonu
nazwy: patrz ,,Spis skrotow”). U odlowionych zwierzat okreslano: wiek, ple¢, mase
ciala oraz cechy morfologiczne stuzace do wstepnej identyfikacji gatunkowe;j
(tj. uzytkowanie blony lotnej, kolor futra, obecno$¢ bruzdy na nosie, dlugos$c
przedramienia; Dietz i von Helversen 2004). Wyjatek stanowily zwierzeta z kolonii
z Krzyza Wielkopolskiego, u ktorych cechy te nie zostaly okreslone podczas pobierania
préb.

Od schwytanych zwierzat pobierano sterylna igla biopsyjna fragment blony
lotnej o $rednicy 2-3 mm zgodnie z procedurg zaproponowang przez Whortinghton-
Wilmer 1 Barratt (1996; zezwolenie DLOPiK-op/Ozgi-4200/1V.D-18/7168/06/aj).
Przyjmuje sig, ze blona lotna nietoperzy ma duze zdolnosci regeneracyjne (de facto, do
pelnego zros$nigcia si¢ fragmentu blony lotnej o $rednicy 3 mm dochodzi w ciagu
16 dni; Weaver i in., w druku), a pobranie jej malego fragmentu nie powoduje
dhugotrwalego bélu — a wigc i stresu — zatem nie wplywa ujemnie na normalne
funkcjonowanie 1 zdolnosci przetrwania zwierzecia. Po pobraniu wycinka
i zdezynfekowaniu miejsca biopsji zwierzeta wypuszczane byly na wolno$¢ w miejscu

ztapania. Pobrane probki przechowywano w 95% etanolu w temperaturze -20°C.
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Tabela 1. Miejsce odlowdw, gatunek, liczba i ple¢ odlowionych zwierzat (bez
okreslenia pici dla zwierzat z Krzyza WIk.).

Miejscowosé Lokalizacja Szeroko§é Dhugosc¢ Gatunek Liczba  Liczba
geograficzna geograficzna samic  samcow
N) (E)
Nowolesie wieza koscielna  50°42'09,5" 17°03'27,1" karlik 7
woj. dolnoslaskie, malutki
pow. strzelinski
Siemislawice opuszczony 50°41'148" 17°09'06,7" karlik 3
woj. dolno§laskie, | strych malutki
pow. strzelinski
Przeworno belki stropowe 50241115 17°09'554" karlik 22 4
woj. dolno$laskie, | szopy malutki
pow. strzelinski
Stolec szczeliny przy 50235225 165300 karlik 19 B
woj. dolnoélaskie, | dachu domu malutki
pow. zabkowicki
Poddgbie dom letniskowy 52°28'52,1" 20°54'07,5"  Karlik 13 2
woj. mazowieckie drobny
pow. legionowski
Krzyz strych domu 52°52'46" 16°00'29,1"  Kkarlik
Wielkopolski malutki 92
woj. wielkopolskie, :
pow. czarnkowsko- d‘:rl:nlk 1
trzcianecki Y
Gorki opuszczona 52°10'384" 21°24'598" karlik 22 10
woj. mazowieckie, | drewniana chata drobny
pow. minski w lesie
Gaj-Grzmigca drewniany 53°20'333" 19°26'51,1"  Kkarlik 17 8
woj. kujawsko- dzialajacy miyn drobny
pomorskie, pow.
brodnicki
Bialowieza strych domu 52°42'049" 23°52'102"  Kkarlik 16 14
woj. podlaskie, drobny
pow. hajnowski
Lysomice szczeliny przy 54°19'51,5" 17°09'31" karlik 34
woj. pomorskie, dachu malutki
pow. stupski le$niczowki
Lubnia szczeliny przy 53°55'43,5" 17°45'07,6"  karlik 12 3
woj. pomorskie, dachu drobny
pow. chojnicki le$niczowki
Gorki Ko$cielne | drewniana 51°29'545" 23°05'24,1"  Kkarlik 22 7
woj. lubelskie, kaplica na drobny
pow. parczewski | wodzie
Nowy Duninéw wiezyczka 52°34'49,1" 19°28'243" karlik 1 1
woj. mazowieckie, | domu drobny
pow. ptocki mieszkalnego
Mylin ambona w lesie 52°38'57,7" 16°14'08,6" karlik 1 1
woj. wielkopolskie, malutki
pow.
migdzychodzki
Stupski Mlyn drewniany 53°27'03,1" 19°01'38,6"  Kkarlik 1 1
woj. kujawsko- nieuzytkowany drobny
pomorskie, pow. | miyn
grudziadzki
J. Pisocne brak danych 51°31%193"™ :23°948"13" karlik 30
Ukraina drobny
http://rcin.org.pl 81



® Lysomice

® Lubnia

Py Stupski Miyn
® Gaj-Grzmigca

® Krzyz Wielkopolski
O®Mylin

Bialowieza

. -
Nowy Duninéw ghodogeie

[
Gorki Koscielne

Nowolesioge ZeWomo
® Siemistawice
Stolec

100 km

e  karlik malutki
®  karlik drobny

o kolonia mieszana

Rycina 2. Rozmieszczenie kolonii karlika malutkiego i karlika drobnego,

z ktorych pochodzily proby.
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Metody laboratoryjne

[zolacja materialu genetycznego z blony lotnej zwierzat przeprowadzona zostala
z zastosowaniem gotowego zestawu oraz protokotu postgpowania ,,Genomic mini”
(A&A Biotechnology). Nastgpnie przeprowadzana byta identyfikacja gatunkow wedtug
procedury opisanej przez Karnucha i in. (2007), przy czym z nieco zmodyfikowanymi
warunkami fancuchowej reakcji polimerazy (PCR) — z dluzsza denaturacja wstgpna
(95 °C, 15 min) i z zastosowaniem zestawu odczynnikow do amplifikacji ,,Multiplex
Kit” (Qiagen). W reakcji PCR zastosowano dwie pary starteréw (zewngtrznych PIP-F
i1 PIP-R oraz wewnetrznych Ppyg-F 1 Ppip-F2; Kanuch i in. 2007). Otrzymany produkt
amplifikacji poddawany byl elektroforezie na zelu agarozowym (2,5%) w celu
rozdzielenia produktéw o odpowiedniej dtugosci i otrzymania charakterystycznego dla
danego gatunku uktadu prazkéw — prazka kontrolnego pomyslnej amplifikacji na
wysokos$ci 320 par zasad (pz) dla obu gatunkow karlika oraz prazka specyficznego na
wysokosci 160 pz dla karlika malutkiego 1 230 pz dla karlika drobnego. Wszystkie
z odlowionych nietoperzy zaklasyfikowane zostaly do badanych gatunkéw z wyjatkiem
czterech osobnikéw, ktore znalezione zostaly martwe pod kolonig i ich stan zachowania
utrudnial  identyfikacj¢ na podstawie cech morfologicznych, a  ktore
najprawdopodobniej byly mlodymi osobnikami karlika wigkszego, Pipistrellus nathusii
(Keyserling et Blasius, 1839).

Przynalezno$¢ czesci osobnikow do danego gatunku okreslona zostata na
podstawie sekwencji mitochondrialnego DNA o dhlugosci okoto 480 pz. Przy
amplifikacji materialu genetycznego zastosowano startery PipilLl oraz Pipi440H
(zaprojektowane przez M. Gajewska, dane niepublikowane). Przeprowadzone byly dwie
reakcie PCR — pierwsza z oboma starterami, nastgpnie otrzymany produkt
oczyszczono zestawem ,Clean up” (A&A Biotechnology) i1 przeprowadzono PCR
sekwencyjny ze starterem PipiL1 z uzyciem zestawu LCEG™DTCS Quick Start Kit”
(Beckman Coulter). Obecno$¢ produktu amplifikacji byta potwierdzana elektroforeza na
zelu agarozowym. W przypadku pomysinej amplifikacji produkt sekwencjonowano na
osmiokapilarnym sekwenatorze (Beckman Coulter SQ 8000).

Przeanalizowano osiem autosomalnych loci mikrosatelitarnych. Markery
mikrosatelitarne amplifikowane byly w dwoch zestawach (pig¢ par starterow oraz trzy

pary starterow; Tab. 2) z zastosowaniem gotowych zestawdw odczynnikéw Multiplex
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PCR Kit (Qiagen). Startery byly znakowane cyjaninowymi barwnikami
fluorescencyjnymi Oligomery WellRED (na licencji firmy Beckman Coulter Inc.)
Detekcja i okreslenie dlugosci otrzymanych produktéw przeprowadzone zostaly na

wymienionym juz powyzej sekwenatorze Beckman Culter SQ 8000.

Tabela 2. Zastosowane startery i rodzaj uzytego barwnika oraz zakres amplifikowanych
alleli karlikow malutkiego i1 drobnego.

Zestaw Para starterow dla Dtugosci alleli (pz) Barwnik
multiplex poszczegolnych loci

Karlik Karlik
malutki drobny
Zestaw Ppip02-F Ppip02-R 118-140 120-142 D3

pierwszy Ppip03-F Ppip03-R 189-243 191-221 D4
Ppip04-F Ppip04-R 193-233 191-223 D3
Ppip05-F Ppip05-R 168-192 170-198 D2
Ppip06-F Ppip06-R 114-190 90-158 D4

Zestaw Ppip01-F Ppip01-R 145-179  151-185 D2
drugi EF04-F EF04-R 205-241 205247 D2
EF15-F EF15-R 85-115 85-125 D3

Sze§¢ par z zastosowanych starterow (Ppip0O1-Ppip06) pochodzito z pracy
Racey’a i in. (2007; zostaly one specjalnie zaprojektowane przez autoréw do badan nad
populacjami karlika malutkiego i drobnego), dwa kolejne wybrane zostaly na podstawie
probnych amplifikacji losowo wybranych prob ze starterami wykorzystywanymi
dotychczas w badaniach nad innymi gatunkami nietoperzy z rodziny mroczkowatych
(Vespertilionidae). Taka metoda prébnej migdzy gatunkowej amplifikacji jest dosé
powszechnie stosowana u nietoperzy (Mayer i in. 2000; Miller-Butterworth i in. 2002;
Vonhof'i in. 2002), a jest tanisza i mniej skomplikowana metodycznie niz projektowanie
nowych starterow. Z posrdd kilku przetestowanych par starterow wybrano dwie pary
stosowane wczesniej u mroczka brunatnego EF04 i EF15 (Vonhof i in. 2002).
Wszystkie loci mikrosatelitarne zostaly pomyslnie zamplifikowane dla 364 z 368
osobnikéw (amplifikacja nie powiodia si¢ u dwdch osobnikéw karlika malutkiego
i dwoch osobnikéw karlika drobnego). W sklad mieszaniny reakcyjnej wchodzito 0,3 pl
kazdego ze starterow w stezeniu 2 uM; 1,5 pl izolatu DNA; 5 ul Multiplex PCR Kit
(Qiagen) i 1,5 ul wody.
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Lancuchowa reakcja amplifikacji (PCR) przeprowadzana byla w nastgpujacych
warunkach:
®  denaturacja wstgpna (95°C przez 15 minut);
w 35 cyklach:
e  denaturacja (94°C przez 30 s);
e  przylaczenie starteréw (61°C przez 90 s);
e clongacja (72°C przez 90 s);

e  celongacja koncowa (60°C przez 30 s).

W przypadku powtdrek dla pojedynczych niezamplifikowanych loci w sktad
mieszaniny reakcyjnej wchodzito 0,5 pul kazdego z pary starterow w stezeniu 2 pM; 1,0
ul izolatu DNA: 5 ul PCR Kit (Qiagen) i 3 ul wody, a tancuchowa reakcja amplifikacji
(PCR) przeprowadzana byta w warunkach:

e  denaturacja wstgpna (94°C przez 3 minuty);
w 35 cyklach:
e  denaturacja (94°C przez 30 s);
e  przylaczenie starterow (55°C przez 45 s);
e clongacja (72°C przez 45 s);

®  celongacja koncowa (55°C przez 60 s).
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Analiza wynikow

Analiza sekwencji mitochondrialnego DNA

Sekwencje mtDNA analizowane byly w programie BioEdit (Hall 2007) —
sekwencje zostaly przyréwnane algorytmem Clustal W Multiple Alignment
i porébwnane z sekwencjami fragmentéw cytochromu b dla obu gatunkéw z bazy
GeneBank, co pozwolilo na jednoznaczne okresSlenie przynaleznosci gatunkowej

badanych okazéw (Zalacznik I).

Analiza sekwencji loci mikrosatelitarnych

ANALIZA BLEDOW AMPLIFIKACJI

To, czy w wartociach dlugosci nukleotydowej danej sekwencji
mikrosatelitarnej nie ma bledow grubych (Zle przepisanych warto$ci, nieparzystych
powtorzen dla loci o parzystych powtdrzeniach itp.), sprawdzono w programie
MicroChecker Version 2.2.3 (van Oosterhout i in. 2003). Dodatkowo w tym samym
programie sprawdzono metoda Monte-Carlo, czy nie ma specyficznych odchylen od
rownowagi Hardy’ego-Weinberga, mogacych $wiadczy¢ o bledach amplifikacji, takich
jak: allele zerowe (tzn. allele, ktore nie amplifikujq si¢ w reakcji PCR), niewielkie
zmiany w wielko$ci amplifikujacych sig alleli w reakcji PCR (ang. stuttering), czy tez
bledy wynikajace z mniejszej efektywnosci amplifikacji dtuzszych alleli od krétszych
(ang. large allele dropout). Zwazywszy na brak probleméw z amplifikacja w przypadku
badanych préb, uznano, ze mozna zalozy¢, ze frekwencja homozygot zerowych jest
bliska zeru, a wigc do odtworzenia poprawionej frekwencji heterozygot zerowych
wykorzystano poprawke Brookfielda 1 (Brookfield 1996).

Ze wzgledu na rézne zrédla odstgpstw od réwnowagi Hardy’ego-Weinberga
(obserwowane odchylenia od réwnowagi moga by¢ rezultatem dzialania innych
czynnikow niz allele zerowe, przykladowo wysokiego stopnia wsobnosci czy
specyficznej struktury populacji) oraz dyskusyjny sposéb odnajdywania alleli zerowych
(rézne rodzaje poprawek w zaleznosci od przyjetych zatozen) analizy zostaly wykonane

dla dwoch zestawow danych: danych oryginalnych oraz danych, w ktérych nadmiarowe
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homozygoty zostaly poprawione na heterozygoty zgodnie z poprawka Brookfielda 1.
W przypadku analiz, w ktérych badane byly zwigzki migdzy osobnikami a nie
koloniami, ze wzgledu na to, ze przy znajdowaniu alleli zerowych mozliwe jest
okreslenie ich frekwencji w grupie, ale nie przypisanie ich do odpowiednich osobnikéw,
zastosowano jedynie dane oryginalne. Podobnie, w przypadku analiz dotyczacych
poréwnania liczby powtérzen sekwencji mikrosatelitarnych, ze wzgledu na nieznang
rzeczywista liczbg powtorzen w allelach zerowych, zastosowano tylko dane oryginalne.
Wszystkie te przypadki zostaly zaznaczone w tekscie.

Do konwersji plikow wsadowych dla poszczegdlnych programéw do analiz

genetycznych wykorzystano program CREATE 1.0 (Coombs i in. 2007).

NIEROWNOWAGA SPRZEZEN

Do sprawdzenia, czy poszczegélne loci dziedziczone sa niezaleznie, co jest
podstawg przy doborze zestawu dobrych markeréw mikrosatelitarnych, wykorzystano
test na nierownowage sprzezen z programu Arlequin (Excoffier i in. 2005), oparty na
10000 tancuchu Markowa 1 1000 krokéw dememorazycyjnych. Test ten

przeprowadzono odrgbnie dla poszczegdlnych kolonii.

ROWNOWAGA HARDY’EGO-WEINBERGA

To, czy populacja znajduje si¢ w stanie rownowagi Hardy’ego-Weinberga
(H-W) sprawdzane bylo przy pomocy testu opartego na 1000 randomizacjach,
wykorzystujacego do tego celu dwie statystyki: Fis i Fyr. Test przeprowadzono
w programie Fstat (Goudet 1995, 2001). Aby okresli¢, czy odchylenie od rownowagi
dotyczy deficytu czy nadmiaru heterozygot, zastosowano test na rownowage H-W
z hipoteza alternatywna, méwiaca odpowiednio o deficycie lub nadmiarze heterozygot.
Testy przeprowadzono zaréwno dla poszczegdlnych loci i calych populacji, jak i dla
wszystkich kolonii. Do tego celu wykorzystano program Genepop on The Web
(Raymond i Rosset 1995). Wszystkie testy wykonano na probach oryginalnych i po

uwzglednieniu poprawek dla alleli zerowych.

PODSTAWOWE STATYSTYKI

Dla obu badanych populacji karlika malutkiego i karlika drobnego, jak i dla
poszczeg6lnych kolonii (tylko dla préb oryginalnych) zostaly okreslone w programie
GeneAlex (Peakall i Smouse 2006) nastgpujace charakterystyki:
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e Srednia liczba alleli w poszczegélnych loci;

e Srednia liczba unikatowych alleli (ang. private alleles);

e Srednia liczba alleli o frekwencji w populacji mniejszej niz 5%;

e Srednia liczba alleli o frekwencji w populacji wigkszej niz 5% a mniejszej niz 25%;
e Srednia liczba alleli o frekwencji w populacji wigkszej niz 5% a mniejszej niz 50%;
e Srednia liczba alleli efektywnych;

e Liczba osobnikow w danej kolonii z jednym lub wigcej unikatowym allelem.

Za pomoca programu Fstat (Goudet 1995 i 2001) okreslono dodatkowo
bogactwo alleliczne, czyli takze miarg liczby alleli, ale z korekta uwzgledniajaca
liczebno$¢ proby, co umozliwia bezposrednie poréwnywanie préb o réznych
wielko$ciach. W tym samym programie wyliczono takze wspolczynnik wsobnosci Fig
dla préb oryginalnych i po poprawce dla alleli zerowych. Istotno$¢ tego oszacowania na
poziomie 5% zostala sprawdzona za pomoca testu permutacji (1300 dla karlika
malutkiego 1 1600 dla drobnego).

Heterozygotyczno$¢ spodziewana i obserwowana dla préb oryginalnych
i z uwzglednionymi poprawkami dla alleli zerowych zostaly policzone w programie
Arlequin (Excoffier i in. 2005).

[stotno$¢ roznic pomigdzy srednimi liczbami alleli o réznych frekwencjach dla
gatunkéw sprawdzono przy pomocy testu Manna-Whitney’a w programie PAST, ver.
1.34 (Hammer i in. 2001).

ZROZNICOWANIE POPULACJI

Test na zréznicowanie oparty na statystyce G (ang. population differentiation
test; Goudet i in. 1996), czyli test na zr6znicowanie pod wzgledem frekwenc;ji alleli dla
populacji obu gatunkéw, przeprowadzono w programie Fstat (Goudet 1995, 2001),
zaréwno dla prob oryginalnych, jak i z poprawionymi allelami zerowymi. Przyjgto
zalozenie, Ze populacje nie znajduja si¢ w rownowadze H-W, liczbg permutacji 1000
15% poziom istotnosci. Przy zastosowaniu tego samego testu, ale z poprawka
Bonferoniego dla wielokrotnych poréwnan, sprawdzono réwniez, czy istnieje
zroznicowanie pomigdzy parami poszczegélnych kolonii w obrgbie gatunku (dla prob

oryginalnych i z poprawionymi allelami zerowymi).
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DYSTANS GENTYCZNY

W obliczeniach dystanséw genetycznych opartych na frekwencji alleli, takich
jak Fst czy dystans Nei (Ds Nei), postuzono si¢ danymi bezposrednio odczytanymi
przez automatyczny sekwenator, czyli dlugoscia nukleotydowa danej sekwencji
mikrosatelitarnej razem z sekwencjami flankujacymi. Natomiast w przypadku miar
dystansu opartych na dhugosci alleli, takich jak Rst, w ktorych kluczowe znaczenie ma
rzeczywista liczba powtérzen w sekwencji mikrosatelitarnej, ze wzgledu na nieznana
dlugos¢ sekwencji flankujacych dla uzytych starterow, postuzono si¢ danymi
zmodyfikowanymi w nastgpujacy sposob: najkrotszy odnotowany z alleli dla danego
locus przyjeto za allel o jednym powtérzeniu, jego dlugo$¢ odjeto od wszystkich
pozostatych alleli i otrzymane wartosci podzielono przez wielko$¢ motywu powtoérzen,
czyli dwa, bo wszystkie badane sekwencje mialy powtdrzenia dinukleotydowe.

Dystans Fsr pomigdzy koloniami (ang. pairwise Fst; Michalakis i Excoffier
1996, Weir i Cockerham 1984) oraz dystans Rsr (ang. pairwise Rsr; Slatkin 1995)
policzono w programie Arlequin (Excoffier i in. 2005), a ocena istotnosci statystycznej
dla tych dystansow miedzy poszczegélnymi parami kolonii zostata przeprowadzona na
podstawie testu opartego na 1000 permutacji. Natomiast dystans Nei pomigdzy
koloniami (Nei 1978, ang. wunbaised standard Nei distance) zostal wyznaczony
w programie SPAGeDi (Hardy i Vekemans 2002). Dystanse Fst oraz Nei wyznaczono
zarowno dla proéb oryginalnych, jak i dla préb z poprawionymi allelami zerowymi. Za
pomoca testu Mantela (Fstat; Goudet 1995, 2001) sprawdzono takze korelacje

pomigdzy macierzami wyznaczonych dystanséw genetycznych.

POROWNANIE GATUNKOW

Poréwnanie populacji obu gatunkéw pod wzgledem bogactwa allelicznego,
heterozygotycznosci obserwowanej (Ho) i1 spodziewanej (He), dystansu genetycznego
Fst 1 wspotczynnika spokrewnienia Rel (Hamilton 1971) przeprowadzono w programie
Fstat (Goudet 1995 i1 2001). Istotnos¢ statystyczna réznic oceniono na podstawie testu
z 1000 permutacji. Poréwnania wykonano dla préb oryginalnych i dla préb po
poprawce dla alleli zerowych oraz dla obu tych préb po usunigciu najmniej licznych
kolonii (ponizej pigciu osobnikéw). Dodatkowo w programie SPAGeDi (Hardy
1 Vekemans 2002) dla préb oryginalnych bez najmniej licznych kolonii oszacowano

dystans genetyczny Rst, wspdtczynniki wsobnosci Rys.
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TEST NA IZOLACJE PRZEZ DYSTANS

Dla obu populacji przeprowadzono test Mantela w programie Fstat (Goudet
1995, 2001) sprawdzajacy, czy istnieje liniowa zalezno$¢ migdzy dystansem
genetycznym a dystansem geograficznym. W przypadku izolacji przez dystans powinna
istnie¢ dodatnia korelacja pomiedzy logarytmem dystansu geograficznego
a zlinearyzowanym dystansem Fsr (Slatkin 1995) i Rgr (Slatkin 1995) oraz Ds Nei
(Nei 1978). Test Mantela zostal przeprowadzony zaréwno dla préb oryginalnych, jak
i po poprawce dla alleli zerowych, ale tylko dla kolonii o wigkszych liczebno$ciach
(bez kolonii Stupski Mtyn, Duninéw i Krzyz Wielkopolski w przypadku karlika
drobnego i bez kolonii Mylin w przypadku karlika malutkiego). Uznano, ze zbyt niska
liczebno$¢ nie daje miarodajnej oceny wariancji w obrgbie kolonii i proby takie nie sa
rownocenne w porownaniu z pozostalymi liczniejszymi, a przy porOwnaniu macierzy,
tak wlasnie bylyby traktowane. Dodatkowo przeprowadzono test Mantela dla populacji
karlika malutkiego z wylaczeniem kolonii z Krzyza Wielkopolskiego — przyjgto, ze
byla to kolonia zimowa, a jako taka roznila sig etiologia od kolonii macierzystych, co
moglo zaburzy¢ wyniki testu. Oceny istotnosci otrzymanych wynikéw dokonano na

podstawie 10 000 permutacji.

ANALIZA PRZESTRZENNEJ AUTOKORELACJI

Analizg przestrzennej korelacji (Smouse i Peakall 1999) dla populacji obu
gatunkow przeprowadzono w programie GenAlEx 6.2 (Peakall i Smouse 2006). Analiza
ta pokazuje korelacje dystansu genetycznego z samym sobg jako funkcje odleglosci —
istotne statystycznie warto$ci autokorelacji S$wiadcza o nielosowej strukturze populacji.
Populacje obu gatunkéw podzielono na cztery klasy odlegtosci, przy czym aby uniknaé
pustych klas, nie byly one rowne. I tak dla karlika malutkiego byty to klasy : 0-100 km,
>100-200 km, >200-350 km i >350-450 km; a dla karlika drobnego ostatnia klasa
miata zakres do 500 km. Przedzial ufnosci (95%) dla hipotezy zerowej o braku
przestrzennej struktury (panmiksji) zostal okreslony na podstawie 999 permutacji
(przedstawiony na wykresie, jako czerwone linie). Dodatkowo okreslony zostat 95%
przedzial ufnosci dla $rednich wartosci korelacji na podstawie metody bootstrap.
Analiz¢ przedstawiono tylko dla danych oryginalnych, bowiem wprowadzenie

poprawek dla alleli zerowych nie wnosito znaczacych zmian.
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STRUKTURA POPULACJI — ANALIZA GLOWNYCH WSPOLRZEDNYCH

Do sprawdzenia zmiennosci dystansu genetycznego pomigdzy poszczegdlnymi
osobnikami pozwalajacej na wyodrgbnienie podgrup w populacjach obu gatunkéw
karlikéw, a takze sprawdzenia rozdzielenia gatunkow, wykorzystano analiz¢ gléwnych
wspotrzednych (ang. principal coordinate analysis, PCoordA) z programu GenAlEx 6.2
(Peakall i Smouse 2006; modyfikacje: Beck i in. 2008, Smouse i in. 2008). Macierz
dystansow genetycznych pomigdzy osobnikami zastosowana w analizie PCoordA
zostala obliczona zgodnie z procedurg zaproponowang w programie GenAlEx 6.2 dla
danych kodominujacych (Peakall i Smouse 2007, Peakall i in. 1995, Smouse i Peakall
1999). Wybrano opcje analizy PCoordA ze standaryzowana macierza kowariancji.
Wyniki przedstawione zostaly graficznie tylko dla pierwszych dwoch wspo6irzednych
glownych, jako, ze wykresy dla pozostatych wspétrzednych nie wnosity nic nowego.
Analiz¢ przedstawiono tylko dla danych oryginalnych, bowiem wprowadzenie

poprawek dla alleli zerowych nie wnosito istotnych zmian.

PODZIAL POPULACJI NA GRUPY — SAMOVA

Do badan podzialu populacji badanych gatunkéw, a takze, aby sprawdzi¢ czy
podzial na gatunki okaze si¢ najbardziej ,naturalnym” z mozliwych podzialow
badanych kolonii (tzn. takim o najwigkszej wariancji migdzy grupami, przy najnizszej
wariancji  wewnatrzgrupowej) postuzono si¢ programem SAMOVA 1.0
(Dupanloup i in. 2002). Program ten dokonuje symulacji podzialdw na wybrang przez
uzytkownika liczbe grup iwykonujac dla kazdego ukladu analizg AMOVA
(ang. analysis of molecular variance) znajduje taki podzial, dla ktérego wielkosé
zroznicowania genetycznego pomigdzy grupami jest najwigksza. Dodatkowo
SAMOVA (ang. spatial analysis of molecular variance) pozwala na identyfikacj¢ barier
geograficznych dla przeptywu genow.

Dla uzyskanych przez program najlepszych podziatow przeprowadzono analizg
AMOVA w programie Arlequin (Excoffier i in. 2005), gdyz w poréwnaniu z ta
wykonywang przez program SAMOVA (Dupanloup i in. 2002) pozwala ona na
wyodregbnienie jednego poziomu zmienno$ci wigcej; zamiast zmienno$ci w obrgbie
subpopulacji (w tym przypadku kolonii) podaje zmienno$¢ migdzy osobnikami
w obrebie subpopulacji i miedzy osobnikami. Przy badaniach struktury populacji
odrzucono cztery najmniej liczne grupy: Nowy Duninéw, Stupski Miyn, Mylin
(liczace po dwa osobniki) oraz Krzyz Wielkopolski dla karlika drobnego
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(jeden osobnik), gdyz uznano, ze taka liczebno$¢ nie daje miarodajnej oceny wariancji
1 mogtaby zakl6ci¢ wyniki procedury. Analize przedstawiono tylko dla danych
oryginalnych, bowiem wprowadzenie poprawek dla alleli zerowych nie wnosito

znaczacych zmian.

MIGRACJA

Do oszacowania migracji zastosowano test przypisania oraz test na obecnos¢
migrantow pierwszego pokolenia z programu GeneClass2 2.0 (Piry i in. 2004). W obu
przypadkach zastosowano metode bayesowska — Ranalla i Mountain (1997) i algorytm
Monte-Carlo wielokrotnego probkowania — Paetkau i in. (2004) z 1000 symulacji
1 poziomem biedu pierwszego rodzaju rownym 0,01.

Test przypisania (ang. assignment test) polegal na oszacowaniu
prawdopodobienstwa, z jakim kazdego osobnika z populacji mozna przypisa¢ do danej
kolonii, przy czym przy szacowaniu tego prawdopodobienstwa dla kolonii okreslonej
jako rodzimej dla danego osobnika usuwany byl on ze swojej populacji w trakcie
obliczen z zastosowaniem algorytmu ,/eave-one-our” (Efron 1983). Liczba takich
wzajemnych przypisan migedzy koloniami moze by¢ traktowana jako wskaznik
wzglednego tempa migracji pomigdzy nimi (Waser i Strobeck 1998). W tescie na
obecno$¢ migrantow z pierwszego pokolenia szacowane bylo prawdopodobienstwo,
z jakim dany osobnik moze zosta¢ uznany za imigranta (przy poziomie istotnosci
0,001), 1 jednoczesnie okreslona byla najbardziej prawdopodobna kolonia Zrodlowa
tego osobnika na podstawie wskaznika podobienstwa takiego osobnika do osobnikoéw
z innych kolonii. Wyniki analizy przypisania przedstawione zostaly na dwa sposoby —
jako bezwzgledna liczba osobnikéw oraz jako procent, jaki przypisane osobniki
stanowia wzgledem liczebnosci calej kolonii. Obliczenia przeprowadzone zostaly na
danych bez poprawionych alleli zerowych, ze wzgledu na to, ze dane po takiej korekcie
nie nadaja si¢ do poréwnan indywidualnych, a jedynie do poréwnan usrednionych dla

calej populacji.

OSZACOWANIE EFEKTU ,,SZYJKI OD BUTELKI”

To, czy badane populacje lub tez poszczegélne kolonie wykazuja cechy
przejscia przez ,szyjk¢ od butelki” sprawdzone zostalo w programie Bottleneck
(Cornuet i1 Luikart 1996). Za model mutacji badanych markeréw przyjeto model

mieszany (two phase model, TPM) miedzy modelem nieskonczonej liczby alleli
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(ang. infinite allele model, IAM; Kimura i Crow 1964) a modelem stopniowych mutac;ji
(ang. stepwise mutation model, SMM; Kimura i Ohta 1978). Model taki, wedtug danych
literaturowych, wydaje si¢ najlepiej opisywaé rzeczywiste zjawiska zachodzace
w przypadku mutacji sekwencji mikrosatelitarnych (Di Rienzo i in. 1994). Postuzono
si¢ testami Wilcoxona o hipotezie zerowej zakladajacej rownowage migdzy mutacjami
adryfem (tempem powstawania mutacji a tempem ich usuwania z populacji)
i hipotezach alternatywnych o braku réwnowagi (test dwustronny), nadmiarze lub
deficycie heterozygotycznosci (testy jednostronne) obserwowanej w stosunku do
spodziewanej dla obserwowane;j liczby alleli przy przyjgciu mieszanego modelu mutacji
(warto zauwazy¢, ze nadmiar heterozygotyczno$ci nie oznacza tutaj nadmiaru
heterozygot w populacji w stosunku do rownowagi H-W). W wynikach podane zostaty
jedynie warto$ci prawdopodobienstwa, z ktérym mozna odrzuci¢ hipotezg zerowa dla
testu jednostronnego zakladajacego jako hipoteze alternatywna nadmiar
heterozygotycznosci — bowiem nadmiar heterozygotycznosci jest przy przyjetym
modelu wskaznikiem efektu ,,szyjki od butelki”. Dodatkowo postuzono sig takze testem
na ksztalt krzywej przedstawiajacej rozklad frekwencji alleli, ktéra w warunkach
rownowagi pomigdzy dryfem a mutacjami powinna by¢ L-ksztaltna. Przesunigcie
ksztattu takiej krzywej moze stanowi¢ dodatkowe potwierdzenie efektu ,;szyjki od
butelki” (nie jest to jednak test statystyczny w klasycznym znaczeniu; nie ma duzej

mocy i rekomendowany jest dla préb powyzej 30 osobnikéw; Luikart i Cornuet 1998).

EFEKTYWNA WIELKOSC POPULACJI

Ocena efektywnej wielkosci populacji przeprowadzona zostala w programie
NeEstimator (Peel i in. 2004). Oszacowanie wykonano za pomoca procedury opartej na
nierownowadze sprzezen (ang. linkage/gametic disequilibrium; Hill 1981) — wynik
przedstawiony zostal jako oszacowanie efektywnej wielkosci populacji wraz z 95%
przedzialem ufnosci dla tego oszacowania. Efektywna wielko$¢ populacji zostata
oszacowana dla poszczegoélnych kolonii o liczebno$ci wigkszej niz pig¢ osobnikéw i dla
catych populacji badanych gatunkéw, zaré6wno dla préb oryginalnych i z odtworzonymi
allelami zerowymi.

Dodatkowo przeprowadzono oszacowanie efektywnej wielkosci populacji
w programie LDNE Version 1.31 (Waples i Do 2008). W programie tym réwniez
opartym na nierbwnowadze sprzezen, czyli metodzie stworzonej przez Hilla (1981), ale

z modyfikacja (korekcja btedu) wprowadzona przez Waplesa (2006), mozliwe jest
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ustawienie dodatkowych parametrow dla oszacowania — wybo6r modelu rozmnazania
(kojarzenie losowe kontra monogamia; wybrano kojarzenie losowe), jak réwniez rézne
poziomy najnizszych uwzglednianych frekwencji alleli (wybrano opcje 0,05, 0,02
10,01). Oszacowania przeprowadzono tylko dla préb oryginalnych ze wzgledu na
uzyskane bardzo zblizone warto$ci dla prob oryginalnych i po poprawce dla alleli

zerowych dla oszacowan przeprowadzonych w NeEstimator (Peel i in. 2004).

SPOKREWNIENIE

Sredni wspotczynnik spokrewnienia (Queller i Goodnight 1989) dla catych
populacji badanych gatunkéw oraz dla poszczegélnych kolonii zostal wyznaczony
w programie Relatedness 5.0 (Goodnight i Queller 2004). Blad standardowy zostal
obliczony na podstawie procedury ,jacknife over loci” (Sokal i Rolf 1981).
Zastosowano takze poprawke bledu dla frekwencji alleli, wynikajacego z obecnosci
krewnych w prébie (poszczegdlnych koloniach). Brak takiej poprawki moglby
prowadzi¢ do niedoszacowania wspdtczynnika spokrewnienia.

Sprawdzono takze wspolczynnik korelacji (r Pearsona) pomigdzy S$rednim
wspotczynnikiem spokrewnienia a wspoiczynnikiem wsobnosci Fis, aby wykluczy¢
wplyw sposobu pobierania proby z kolonii (cze¢$¢ prob byla pobierane w okresie, kiedy
w koloniach znajdowaty si¢ juz urodzone w danym roku mlode) na zawyzenie

oszacowanie Fis . Testy wykonano w programie STATISTICA 7.1 (StatSoft, Inc. 2005).
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Wyniki
ANALIZA BLE;DOW AMPLIFIKACJI

Dla obu gatunkéw nie stwierdzono oznak $wiadczacych o niewielkich zmianach
w wielkosci amplifikujacych sig alleli w reakcji PCR (ang. stuttering), czy tez bledow
wynikajacych z mniejszej efektywno$ci amplifikacji dtuzszych alleli od krétszych.
W przypadku analizy poszczegélnych kolonii, zarowno karlika malutkiego (Tab. 3), jak
idrobnego (Tab. 4), dla wszystkich loci oprécz locus Ppip02, zawsze w ktorejs
z badanych kolonii wykazana zostata jednak mozliwos¢ istnienia alleli zerowych. Allele
zerowe nie zostaly jedynie wykryte w koloniach o malej liczebnosci — tj. dla
Siemistawic 1 Mylina dla karlika malutkiego oraz Nowego Duninowa i Shupskiego

Mtyna dla karlika drobnego.

Tabela 3. Liczba heterozygot z allelem zerowym w koloniach karlika malutkiego.

Locus

Kolonia

Ppip01 Ppip02 Ppip03 Ppip04 Ppip05 Ppip06 EF04 EF15
NOW 1
LYS 1 5 4 5 5
PRZ 5 4 7 1 5
STO 1 4 3
KRZ 9 14 17 29 17 21

Tabela 4. Liczba heterozygot z allelem zerowym w koloniach karlika drobnego.

Locus

Kolonia

Ppip01 Ppip02 Ppip03 Ppip04 Ppip05S Ppip06 EF04 EF15
POD 1 1 2
BIA 6 5 3 6
GOR 10 9
LUB 2 5 1
KOS 2 5 7
GRZ 4 12 1 2 11
PIS 1 2 5 8

Zadne locus nie wykazywato mozliwosci istnienia alleli zerowych jednocze$nie
we wszystkich koloniach danego gatunku. Z tego tez wzgledu (jak iz powodow
opisanych w rozdziale ,Material i metody”) uznano, ze cho¢ istnienia alleli zerowych

nie mozna odrzuci¢, to argumenty za ich istnieniem tez nie sa w pelni przekonywujace.
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W zwiazku z powyzszym w pracy uzyto dwoch zestawéw danych — dane oryginalne
oraz dane z wprowadzonymi poprawkami dla frekwencji alleli uwzgledniajacymi allele

ZEerowe.

NIEROWNOWAGA SPRZEZEN

Nie stwierdzono nieréwnowagi sprz¢zenia u karlika malutkiego w koloniach
Siemistawice oraz Mylin, natomiast dla pozostalych kolonii istotng statystycznie
nierbwnowage wykazano dla od dwoch do szeSciu par loci na 28 mozliwych

sprzgzonych par (Tab. 5).

Tabela 5. Pary sprzgzonych loci w poszczegdlnych koloniach karlika malutkiego.*

Loci sprzg¢zone z:
Kolonia
locus 1 locus2 locus3 locus4 locus5 locus6  locus 7
NOW 4 5 7
EYS 4 4 7 8
PRZ 4,6 5-8
STO 8 7
KRZ 5 6 8

*Locus Ppip01-Ppip06 oznaczono skrétowo cyframi 1-6, locus EF04 jako 7, a EF15
jako 8.

W przypadku karlika drobnego nie stwierdzono nierdwnowagi sprzg¢zenia
w koloniach Stupski Mtyn oraz Duninéw. Istotng statystycznie nierOwnowage sprzgzen
zaobserwowano jednak dla pozostalych kolonii; wykazano ja dla od trzech do 14 par

loci na 28 mozliwych sprzezonych par (Tab. 6).

Tabela 6. Pary sprzezonych loci w poszczeg6lnych koloniach karlika drobnego.*

Loci sprzgzone z:
Kolonia
locus 1 locus2  locus 3 locus4 locus 5 locus6  locus 7
POD 4 7,8 8
BIA 4 7,8 8
GOR 4,7 5-8
LUB 2-8 4,6,8 4-7
KOS 4 7 Z
GRZ 4,7 6,7 6 8
PIS 3,4 4 6 8

*Locus Ppip01-Ppip06 oznaczono skrétowo cyframi 1-6, locus EF04 jako 7, a EF15
jako 8.
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ROWNOWAGA HARDY’EGO-WEINBERGA

W populacji karlika malutkiego test na rownowage H-W dla obu statystyk
(Fisi Frr) pokazal, ze prawdopodobienstwo jej istnienia w populacji jest bardzo
niewielkie (p=0,001 dla wszystkich loci razem i w kazdym pojedynczym locus,
z wyjatkiem Ppip02, dla ktérego warto$¢ p wynosita 0,477 dla Fis 1 0,373 dla Fyy).

Dla populacji karlika drobnego wynik testu byl bardzo zblizony do tego dla
karlika malutkiego — dla wszystkich loci p = 0, 001 i jedynie dla Ppip02 warto$¢ p byta
wyzsza i wynosita 0,138 dla Fis oraz 0,048 dla Fir.

ROWNOWAGA HARDY’EGO-WEINBERGA PO POPRAWKACH DLA ALLELI
ZEROWYCH

W populacji karlika malutkiego dla wszystkich loci wzigtych razem
prawdopodobienstwo istnienia rtownowagi H-W bylo tak samo niskie (p = 0,001) jak
bez poprawek dla alleli zerowych, jakkolwiek dla poszczegdlnych loci wartosci p byty
nieco bardziej zréznicowane i dla dwoch loci byly nieco wyzsze (wynosity 0,023
10,002 dla PpipO1 oraz 0,015 i 0,005 dla Ppip03). Nadal wyjatek stanowito locus
Ppip02, dla ktérego p wynosito, odpowiednio dla Fis i Fyr, 0,469 1 0,389.

W populacji karlika drobnego wprowadzenie poprawek dla alleli zerowych

w zaden sposob nie wplynglo na wyniki testu.

ROWNOWAGA HARDY’EGO-WEINBERGA Z HIPOTEZA ALTERNATYWNA
O DEFICYCIE LUB NADMIARZE HETEROZYGOT

W przypadku karlika malutkiego dla wszystkich poszczegdlnych loci oraz
populacji, wartosci p dla testu na nadmiar heterozygot byty bardzo wysokie i wahaty si¢
od 0,9 do 1, co definitywnie nie pozwala na przyjecie hipotezy alternatywne)
o nadmiarze heterozygot. Wprowadzenie poprawek uwzgledniajacych allele zerowe nie
wplywalo na wyniki testu. W obu przypadkach dla wszystkich loci i populacji razem
p = 1 z bledem standardowym dla iteracji 0,0000.

Natomiast w teScie zaktadajacym deficyt heterozygot wszystkie loci z wyjatkiem
Ppip02 (p = 0,165; blad standardowy iteracji 0,015) charakteryzowaly si¢ odchyleniem
od réownowagi H-W w kierunku deficytu heterozygot dla wigkszosci loci z p = 0,000
i bledem 0,000, a dla Ppip05 z p = 0,008 i bledem 0,003. Dla wszystkich loci razem
p = 0,000 z blgdem standardowym dla iteracji 0,000. Dla préby z poprawka dla alleli
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zerowych wyniki byly takie same i tylko dla PpipOl i Ppip05 warto$¢ p wynosita 0,002
z bledem 0,001.

Cztery kolonie karlika malutkiego, tj. Lysomice, Przeworno, Stolec i Krzyz
Wielkopolski, wykazywaly odchylenie od réwnowagi H-W w kierunku deficytu
heterozygot z p = 0,000 i bledem standardowym iteracji 0,000; z kolei dla kolonii
Nowolesie p = 0,005 (z blgdem 0,002). Natomiast dla dwoch, zreszta najmniej licznych
kolonii nie mozna bylo odrzuci¢ hipotezy o réwnowadze H-W: Siemistawice
(p=0,257, blad 0,005) oraz Mylin (p = 0,085, blad 0,002). Wyniki dla proby
z poprawka dla alleli zerowych byly bardzo zblizone, tylko dla kolonii z Nowolesia
nieco réznila si¢ wartos¢ p — 0,002 (z bledem 0,001). Pozostale réznice pojawialy si¢
dopiero na czwartym miejscu po przecinku.

W przypadku karlika drobnego test na nadmiar heterozygot dal analogiczne
wyniki, jak w przypadku karlika malutkiego — hipoteza o odchyleniu od réwnowagi
H-W w kierunku nadmiaru heterozygot byla nie do przyjecia zar6wno dla préb
oryginalnych, jak i z poprawka dla alleli zerowych.

Wszystkie loci charakteryzowaly si¢ deficytem heterozygot z p = 0,000 i bigdem
standardowym dla iteracji 0,000, z wyjatkiem Ppip02, dla ktérego warto$¢ p byla nieco
wyzsza, p = 0,030 z bledem 0,005, ale rowniez na przyjetym poziomie istotnosci. Dla
wszystkich loci razem p = 0,000 z bledem standardowym dla iteracji 0,000. Dla
wszystkich kolonii rowniez stwierdzono istotne statystycznie odchylenie od rownowagi
H-W w kierunku deficytu heterozygot z p = 0,000 i z blgdem standardowym dla iteracji
0,000; tylko dla dwoch najmniej licznych kolonii warto$¢ p byta nieco wyzsza:
w przypadku Stupskiego Mtyna p = 0,028 (btad 0,001), a dla Nowego Duninowa 0,039
(0,001). Dla prob z wprowadzonymi poprawkami dla alleli zerowych wyniki réznity sig

€O najwyzej na poziomie czwartego miejsca po przecinku.

PODSTAWOWE STATYSTKI

U karlika malutkiego $rednia liczba wszystkich alleli miescita si¢ w przedziale
3,3-13.4, przy czym po odrzuceniu wynikow dla dwoch najmniej licznych kolonii
(Siemistawice i Mylin; $rednia liczba alleli odpowiednio: 3,7 i1 3,3) zakres przedzialu
wynosit 7,1-13,4. Najwigksza S$rednia liczba alleli odnotowana zostala w kolonii
z Krzyza Wielkopolskiego, a druga z kolei dla kolonii z Lysomic — 12,5 (Ryc. 3).

Kolonie te mialy tez jedne z najwyzszych wartosci efektywnej liczby alleli — 7,1
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w przypadku Krzyza Wielkopolskiego i 6,9 w przypadku Lysomic. Najwyzsza liczbg
efektywnych alleli miala kolonia ze Stolca — 7,3. Kolonia ta miata tez najwigksze
bogactwo alleliczne (3,38), przy czym jego warto$¢ byla podobna dla wszystkich
kolonii (najnizsza dla Siemistawic — 3,03; Tab. 7). Srednia liczba alleli rzadkich
(o frekwencji populacji ponizej 5%) byla taka sama, jak $rednia liczba wszystkich alleli
dla kolonii z Nowolesia, Siemistawic i Mylina, a dla pozostatych kolonii zawierala sig
w przedziale od 6,0 do 7,1, co stanowilo z reguty nieco ponad potowg liczby wszystkich
alleli. Alleli o frekwencji w populacji miedzy 5% a 25% w ogole nie odnotowano,
natomiast liczba alleli o frekwencji z zakresu 5%-50% dla kolonii z wylaczeniem
dwoch najmniej licznych miescila si¢ w przedziale 1,9-3,4 (Siemistawice — 0,5; Mylin
—0,8).
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mm Alleli o frekwenciji (5;25)% = Alleli o frekwencji (5;50)% 1 Alleli efektywnych

Rycina 3. Srednia liczba wszystkich alleli, alleli unikatowych i efektywnych,
alleli o frekwencjach w populacji: <5%, (5:;25)%, (5;50)%; oraz heterozygotyczno$¢
oczekiwana (He) i obserwowana (Ho) w koloniach karlika malutkiego.

Srednia liczba alleli unikatowych byla najwyzsza dla kolonii z Krzyza
Wielkopolskiego, a stosunkowo wysoka w koloniach z Lysomic i Przeworna (0,8 w obu
przypadkach) i miescita si¢ w zakresie 0,1-1,4 (Tab.7). Najwigcej osobnikow z jednym
lub wieloma allelami unikatowymi pochodzito z kolonii z Krzyza Wielkopolskiego —
16 osobnikow; stosunkowo duzo, bo szes¢ takich osobnikéw bylo w kolonii z Eysomic,

a pig¢ stwierdzono w kolonii z Przeworna.
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Wspoétczynnik wsobnosci Fis przyjmowal dla wszystkich kolonii wartosci
dodatnie i1 zawieratl si¢ w przedziale od 0,05 (Siemistawice) do 0,25 (Lysomice), a dla
prob po korekcie dla alleli zerowych migdzy 0,01 (Krzyz Wielkopolski) a 0,15
(Przeworno). Heterozygotyczno$¢ obserwowana miescita si¢ w zakresie od 0,63
(Mylin) do 0,79 (Siemistawice), a oczekiwana w zakresie od 0,83 (Mylin
1 Siemistawice) do 0,90 (Przeworno). Heterozygotyczno$¢ obserwowana byla we
wszystkich koloniach nizsza od oczekiwanej (istotnie statystycznie, p £ 0,005, dla
wszystkich kolonii oprocz Siemistawic i Mylina). Zaobserwowana réznica byla
najmniejsza dla kolonii z Siemistawic (0,03) a najwigksza dla koloni z Mylina (0,20),
dla reszty kolonii zawierala si¢ w przedziale 0,12-0,18. Heterozygotycznos$¢
obserwowana dla proby z uwzglednionymi poprawkami dla alleli zerowych (bez kolonii
z Mylina i Siemistawic, bo tam takich alleli nie stwierdzono) dla wszystkich kolonii
byta bardzo zblizona i wynosita 0,86 dla kolonii z Przeworna, 0,87 dla kolonii z Krzyza
Wielkopolskiego 10,88 dla pozostalych kolonii. Heterozygotyczno$¢ obserwowana
zawierala si¢ w zakresie migdzy 0,73 dla kolonii Lysomic do 0,80 dla kolonii z Krzyza
Wielkopolskiego. Byla wigc nieco wyzsza niz w przypadku préb oryginalnych, ale
nadal heterozygotyczno$¢ obserwowana byla istotnie nizsza od oczekiwanej, a réznica

migdzy nimi zawierala si¢ w zakresie 0,07 (Krzyz Wielkopolski) do 0,15 (Eysomice).

Tabela 7. Efektywna liczba alleli, bogactwo alleliczne (dla minimalnej grupy dwoch
osobnikow), liczba osobnikéw z jednym lub wieloma allelami unikatowymi oraz
wspoélczynnik wsobnosci Fis dla prob oryginalnych i z poprawkami dla alleli zerowych
(na czerwono zaznaczono wartosci Fig istotne na poziomie 5%) dla kolonii karlika

malutkiego.
Parametr Kolonia

NOW SIE MYL LYS PRZ STO KRZ
Bogactwo alleliczne 3,32 3103 3260 3315 332 338 3123
Llc_:zba osobr_ukow z allelami 5 1 ! 6 5 4 16
unikatowymi
Fis 0,15 005 023 025 020 020 0,21
Fis (po poprawce dla alleli 0.14 014 015 013 001
zerowych)

U karlika drobnego $rednia liczba wszystkich alleli miescita si¢ w przedziale
2,5-12,1, przy czym po odrzuceniu wynikow dla dwdéch najmniej licznych kolonii
(Duninéw i Shtupski Mtyn) zakres ten miescil si¢ migdzy 9.6 a 12,1 (Ryc. 4).
Najwigksza $rednia liczba alleli zostata zaobserwowana w kolonii z Gérek Koscielnych.

Z kolei najwigksza efektywna liczba alleli zostata stwierdzona w kolonii z Lubni (8,6),
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dla pozostatych kolonii zawierala si¢ w zakresie 6,5-7,2 i tylko dla Stupskiego Mtyna
oraz Duninowa byla nizsza, odpowiednio 2,5 i 2,8. Bogactwo alleliczne zawieralo sig
w przedziale pomigdzy 2,50 (Stupski Mtyn) a 3,45 (Lubnia), przy czym dla wigkszosci
kolonii byto zblizone do warto$ci 3,2 (Tab. 8).

Srednia liczba alleli rzadkich (o frekwencji < 5%) oraz alleli pospolitych
o frekwencjach z przedzialow (5; 25) % 1 (5;50) % byta zblizona dla wszystkich kolonii
z wyjatkiem dwoch najmniej licznych. I tak dla kolonii z wylaczeniem kolonii
ze Shupskiego Mtyna i Duninowa miescily si¢ one odpowiednio w przedziatach:
5,9-7,6, 0,9-1,3 oraz 2,1-3,0. Natomiast dla Stupskiego Mtyna i Duninowa wszystkie

te wartosci znajdowaty si¢ w przedziale 0-0,5.

14 1,0
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Srednia liczba alleli
Heterozygotycznos¢

POD BIA GOR LUB KOS GRZ SLU DUN PIS

Kolonie
@ Wszystkich alleli mm Alleli o frekwencji =5% = Alleli unikatowych
mm Alleli o frekwenciji (5;25)% mmm Alleli o frekwencii (5;50)% T Alleli efektywnych

—— He ——Ho

Rycina 4. Srednia liczba wszystkich alleli, alleli unikatowych i efektywnych,
alleli o frekwencjach: <5%, (5;25)%, (5;50)%; oraz heterozygotyczno$¢ oczekiwana
(He) i obserwowana (Ho) w koloniach karlika drobnego.

Najwigksza liczba alleli unikatowych obecna byta w kolonii z Lubni (1,9), ich
liczba byla tez stosunkowo wysoka dla kolonii znad Jeziora Pisocnego i kolonii z Gérek
Koscielnych (0,5 w obu przypadkach), natomiast nie bylo ich wcale w kolonii ze
Stupskiego Mtyna. Liczba osobnikow z allelami unikatowymi byla takze najwigksza

w Lubni i wynosita 8 osobnikow (Tab. 8). Po trzy osobniki z allelami unikatowymi
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odnotowano w koloniach z: Poddgbia, Gérek Koscielnych oraz znad Jeziora Pisocnego.
Wspoélezynnik wsobno$ci Fis przyjmowal dla wszystkich kolonii warto$ci dodatnie
1 zawieral si¢ w przedziale od 0,17 (Goérki i Gorki Koscielne) do 0,44 (Stupski Mtyn),
apo poprawce dla alleli zerowych w przedziale 0,09 (Goérki) do 0,25 (Lubnia).
Heterozygotyczno$¢ obserwowana miescita si¢ w zakresie od 0,44 (Stupski Miyn) do
0,72 (Gorki Koscielne), a oczekiwana w zakresie od 0,67 (Stupski Miyn) do 0,90
(Lubnia). Heterozygotyczno$¢ obserwowana byla we wszystkich koloniach nizsza od
oczekiwanej (p < 0,05). Rdéznica byla najmniejsza dla kolonii z Goérek i Gorek
Koscielnych (0,15) a najwigksza dla koloni z Lubni (0,28). Dla préb z poprawka dla
alleli zerowych warto$¢ oczekiwana heterozygotycznosci zmienita si¢ bardzo
nieznacznie o warto§¢ maksymalnie 0,02 (dla Lubni 0,92), natomiast gérna granica dla
heterozygotycznosci obserwowanej wzrosta do 0,79 (Gorki), a przedzial réznic miedzy
heterozygotyczno$cia obserwowang a oczekiwana zmienil si¢ na 0,08-0,25
(najmniejsza roznica dla kolonii z Gérek a najwigksza juz nie dla kolonii z Lubni
(0, 21), ale dla kolonii ze Stupskiego Mtyna). Nie bylo znaczacych zmian w wartosci

p dla poréwnan.

Tabela 8. Efektywna liczba alleli, bogactwo alleliczne (dla minimalnej grupy dwdéch
osobnikéw), liczba osobnikéw z jednym lub wieloma allelami unikatowymi oraz
wspotczynnik wsobnosci Fis dla préb oryginalnych i z poprawkami dla alleli zerowych
(na czerwono zaznaczono wartosci Fis istotne na poziomie 5%) dla kolonii karlika
drobnego.

Parametr Kolonia

POD BIA GOR LUB KOS GRZ SLU DUN PIS

Bogactwo alleliczne 329 324 327 345 328 322 250 300 326

Liczba osobnikow z 3 2 1 8 3 1 | 3
allelami unikatowymi

Fis 0,19 0,21 0,17 032 0,17 031 044 029 0,28
Fis(popoprawcedla | \c 15 009 025 012 016 0,20

alleli zerowych)

Pod wzgledem $redniej liczby alleli gatunki roznily si¢ migdzy soba w sposéb
istotny statystycznie przede wszystkim w przypadku alleli o frekwencji wigkszej niz
5%, ale mniejszej niz 25% — allele takie w ogdle nie byly obecne u karlika malutkiego
(test Manna-Whitneya U = 3,5, p = 0,003). Z kolei u karlika drobnego przecigtnie
w poszczegblnych koloniach nizsza byta $rednia liczba alleli unikatowych ($rednia dla
wszystkich kolonii to 0,43 versus 0,59 lub 0,46 po usunigciu kolonii zimowej z Krzyza

Wielkopolskiego), podobnie odnotowano mniejsza liczb¢ osobnikéw o allelach
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unikatowych ($rednia dla wszystkich kolonii 2,8 versus 5,0 lub 3,2 bez kolonii z Krzyza
Wielkopolskiego), przy czym S$rednie te nie odbiegaja od siebie w sposob istotny

statystycznie.

ZROZNICOWANIE POPULACJI

Kolonie karlika malutkiego cechowalo statystycznie istotne zréznicowanie pod
wzgledem frekwencji alleli (test na zréznicowanie; Goudet i in. 1996) zaréwno dla préb
oryginalnych, jak i dla tych z odtworzonymi allelami zerowymi (odpowiednio:
p=0,001 i p<<0,001). Dla poréwnan parami préb oryginalnych (z poprawka
Bonferoniego dla wielokrotnych poréwnan) pod wzgledem frekwencji alleli kolonia
z Krzyza Wielkopolskiego istotnie réznita si¢ od kolonii z Przeworna, Stolca i Lysomic.
Natomiast kolonie z Przeworna i1 Stolca rdéznily sig¢ istotnie od kolonii z Eysomic
(Tab. 9). Po wprowadzeniu korekty dla alleli zerowych znaczacej zmianie ulegly dwa
porOwnania — réznica migdzy kolonia ze Stolca i Lysomic przestala by¢ istotna,
natomiast réznica migdzy Krzyzem Wielkopolskim a Mylinem zyskala 5% poziom

istotnosci (Tab. 9; prawa gérna polowa).

Tabela 9. Wartosci p dla testu na zré6znicowanie populacji (przy czym 0,001 to po
poprawce poziom istotnosci 5%; wyniki istotne statystycznie zaznaczono na czerwono).
Lewa dolna cze$¢ tabeli to wyniki dla préb oryginalnych, a prawa goérna dla préb po
poprawce dla alleli zerowych.

Kolonia | NOW SIE LYS PRZ STO MYL KRZ
NOW 0,298 0,005 0,238 0,033 0,179 0,014
SIE 0,200 0,317 0,405 0,938 0,112 0,179
LYS 0,007 0,357 0,002 0,005 0,005 0,002
PRZ 0,295 0,512 0,002 0,012 0,017 0,002
STO 0,036 0,952 0,002 0,026 0,174 0,002
MYL 0,176 0,105 0,017 0,017 0,143 0,002
KRZ 0,024 0,321 0,002 0,002 0,002 0,005

Kolonie karlika drobnego cechowalo istotne zréznicowanie pod wzgledem
frekwencji alleli zarowno dla préb oryginalnych (p = 0,001), jak i z odtworzonymi
allelami zerowymi (p << 0,001). Dla poréwnan parami préb oryginalnych (z poprawka
Bonferoniego dla wielokrotnych poréwnan) kolonia z Lubni réznila si¢ istotnie od
wszystkich pozostatych kolonii z wyjatkiem trzech: Poddgbia, Stupskiego Mtlyna oraz
Duninowa (Tab. 10). Po wprowadzeniu poprawki dla alleli zerowych wyniki nie ulegty

znaczacej zmianie.
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Tabela 10. Wartosci p dla testu na zréznicowanie populacji (przy czym 0,001 to po
poprawce poziom istotnosci 5%; wyniki istotne statystycznie zaznaczono na czerwono).
Lewa dolna cz¢$¢ tabeli to wyniki dla préb oryginalnych, a prawa géma dla préb po
poprawce dla alleli zerowych.

Kolonia | POD BIA GOR LUB KOS GRZ SEU DUN PIS
POD 0,372 0,149 0314 0,402 0,058 0432 0,407 0,017
BIA 0,383 0,122 0,001 0,130 0,051 0,521 0,236 0,131
GOR 0,266 0,322 0,001 0,014 0,004 0407 0,160 0,010
LUB 0,182 0,001 0,001 0,001 0,001 0,618 0,232 0,001
KOS 0,386 0,289 0,162 0,001 0,093 0,827 0,371 0,118
GRZ 0,108 0,172 0,050 0,001 0,164 0,680 0,184 0,022
SLU 0,389 0,596 0,524 0,653 0,844 0,878 0,689 0,966
DUN 0,371 0,269 0,232 0,244 0,340 0,302 0,652 0,259
PIS 0,021 0,112 0,290 0,000 0,390 0,112 0,981 0,287
DYSTANS GENETYCZNY

Dystans genetyczny oszacowany (bez poprawki dla alleli zerowych) na
podstawie wskaznika Fst pomigdzy koloniami karlika malutkiego byt stosunkowo niski
1 zawieral si¢ w przedziale od -0,005 do 0,070 (Tab. 11). Najnizszy dystans genetyczny
zaobserwowano dla pary kolonii Siemistawice 1 Stolec, a najwigkszy dla kolonii
Przeworno i Mylin, przy czym oba wyniki nie byly istotne statystycznie. Znaczacy
statystycznie dystans genetyczny stwierdzono pomigdzy kolonig ze Stolca a koloniami
z Nowolesia, Przeworna, Lysomic i Krzyza Wielkopolskiego. Warto$ci dystansu byly
zblizone 1 zawieraly si¢ w przedziale 0,012 (Krzyz Wielkopolski) do 0,027
(Nowolesie). Ponadto istotny dystans genetyczny wykazano pomigdzy kolonia
z Przeworna i Lysomic (0,022) oraz migdzy tymi dwoma koloniami a kolonig z Krzyza
Wielkopolskiego (odpowiednio: 0,018 i 0,024). Wyniki dla préb z poprawka dla alleli
zerowych byly bardzo zblizone (réznice w wartosciach Fsr plasowaly si¢ na trzecim
miejscu po przecinku) z ta réznica, ze dystans migdzy koloniami z Nowolesia i Stolca
nie byt istotny statystycznie.

Tabela 11. Dystans genetyczny Fsr pomiedzy koloniami karlika malutkiego (wyniki
istotne statystycznie zaznaczono na czerwono). Lewa dolna czg$¢ tabeli to wyniki dla
préb oryginalnych, a prawa gérna dla prob po poprawce dla alleli zerowych.

Kolonia | NOW SIE LYS PRZ STO MYL KRZ
NOW 0,036 0,017 0,013 0,020 0,027 0,014
SIE 0,038 0,020 0,023 0,005 0,071 0,018
LYS 0,018 0,022 0,017 0,011 0,044 0,015
PRZ 0,015 0,019 0,022 0,014 0,061 0,018
STO 0,027 -0,005 0,015 0,021 0,022 0,008
MYL 0,031 0,044 0,045 0,070 0,023 0,057
KRZ 0,015 0,013 0,018 0,024 0,012 0,061
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U karlika drobnego warto$¢ wskaznika Fsr dla poszczegdlnych par kolonii
miesScita si¢ w przedziale od -0,000 do 0,167 (Tab. 12). Najnizsza warto$¢ zanotowano
pomiedzy kolonig z Goérek a kolonig znad Jeziora Pisocnego, a najwyzsza miedzy
kolonia ze Stupskiego Mlyna a kolonia z Duninowa, ale wyniki te nie byly istotne
statystycznie. Istotnie statystycznie wartosci Fst stwierdzono pomigdzy kolonia z Lubni
a koloniami: z Bialowiezy, Gaj-Grzmiacy, Gorek Koscielnych i znad Jeziora Pisocnego
oraz pomiedzy kolonig z Gérek a kolonig z Bialowiezy i miedzy kolonia z Poddgbia
a kolonia znad Jeziora Pisocnego. W tych przypadkach dystans miescit si¢ w zakresie
0,007-0,032. Dla préb po poprawce dla alleli zerowych wartosci dystansu Fst, podobnie
jak u karlika malutkiego, roznily si¢ nieznacznie, natomiast wigcej bylo par kolonii, dla
ktorych warto$¢ dystansu osiagala poziom istotny statystycznie. I tak, dodatkowo
w poréwnaniu z prébami oryginalnymi, istotny by} dystans migdzy kolonia z Poddgbia
a koloniami z Goérek oraz Gaj-Grzmigcy; miedzy Bialowieza a Gaj-Grzmigcg oraz
migdzy Lubnia a Gérkami. Z kolei w odréznieniu od préb oryginalnych dystans migdzy
Gorkami a Bialowieza nie byt istotny. Istotne statystycznie wartosci dystansu miescity
si¢ w przedziale 0,011-0,024.

Tabela 12. Dystans genetyczny Fst pomigdzy koloniami karlika drobnego (na czerwono
zaznaczono wyniki istotne statystycznie). Lewa dolna czg$¢ tabeli to wyniki dla prob
oryginalnych, a prawa gérna dla préb po poprawce dla alleli zerowych.

Kolonia | POD  BIA GOR LUB KOS GRZ SLU DUN PIS
POD 0,007 0,011 0,006 0,007 0,014 0,071 0,047 0,023
BIA 0,010 0,006 0,021 0,001 0,011 0,056 0,060 0,007
GOR 0,011 0,007 0,023 0,001 0,008 0,044 0,060 0,004
LUB 0,013 0,031 0,027 0,016 0,021 0,073 0,074 0,024
KOS 0,009 0,003 0,001 0,023 0,004 0,030 0,040 0,001
GRZ 0,012 0,011 0,007 0,028 0,006 0,052 0,043 0,010
SLU 0,080 0,057 0,046 0,079 0,032 0,047 0,170 0,032
DUN 0,050 0,057 0,057 0,070 0,043 0,034 0,167 0,060
PIS 0,022 0,009 -0,000 0,032 0,001 0,010 0,027 0,056

W przypadku dystansu genetycznego wyznaczonego na postawie wspolczynnika
Rst, uwzgledniajacego réznice w dlugosci badanych sekwencji mikrosatelitarnych,
zakres warto$ci obserwowanych dystansow byt szerszy niz dla Fst — od -0,005 do
0,203, ale tylko dla dwdch par kolonii wyniki byly istotne — dla kolonii z Nowolesia
i Stolca (w przypadku Fst dla prob oryginalnych tez byt to najwyzszy istotny dystans)
oraz dla kolonii z Mylina i Krzyza Wielkopolskiego (Tab. 13).
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Tabela 13. Dystans genetyczny Rsr pomigdzy koloniami karlika malutkiego (na
czerwono zaznaczono wyniki istotne statystycznie).

Kolonia | NOW SIE LYS PRZ STO MYL
SIE -0,005

LYS 0,050 -0,046

PRZ 0,067 -0,040 0,001

STO 0,106 -0,001 -0,007 0,003

MYL 0,139 0,276 0,157 0,187 0,187

KRZ 0,062 -0,013 -0,006 0,019 0,004 0,203

W populacji karlika drobnego kolonia z Lubni réznita sig istotnie i na podobnym
poziomie (migdzy 0,11 a 0,17) od wszystkich kolonii z wyjatkiem dwoch najmniej
licznych: Nowego Duninowa, Stupskiego Mtyna (Tab. 14). Byly to rowniez najwyzsze
z obserwowanych dystanséw, a najbardziej odlegla od Lubni byta kolonia znad Jeziora
Pisocnego. Ponadto uzyskane warto$ci dystansu genetycznego byly istotne migdzy
kolonig z Goérek, a koloniami z Gaj-Grzmiacy i znad Jeziora Pisocnego, przy czym

wielkos$ci dystansu byly w tym przypadku nizsze, odpowiednio: 0,05 i 0,03.

Tabela 14. Dystans genetyczny Rst pomigdzy koloniami karlika drobnego (na czerwono
zaznaczono wyniki istotne statystycznie).

Kolonia POD BIA GOR LUB KOS GRZ SEU  DUN
BIA 0,005

GOR 0,011  -0,003

LUB 0,126 0,107 0,135

KOS -0,012 0,001 0,007 0,143

GRZ 0,032 0,023 0,050 0,128 0,032

SEU -0,063 -0,090 -0,078 -0,047 -0,063 -0,036

DUN 0,019 0,008 0,044 0,035 -0,008 -0,080 0,022

PIS -0,001 0,019 0,027 0,170 0,011 0,020 -0,084 0,012

W przypadku dystansu genetycznego migdzy kolonig z Lubni a pozostalymi

koloniami zaréwno wspétczynnik Fsr, jak 1 Rgr daty podobne wyniki. Dla Rgr byly to
najwyzsze dystanse, a dla Fst jedne z najwyzszych i najwyzsze spos$rdd istotnych
statystycznie.

Sprawdzono korelacj¢ pomigdzy wartoSciami dystansu genetycznego
ocenionego na podstawie wskaznika Fst 1 Rst. W przypadku karlika malutkiego
stwierdzono istotna dodatnig korelacje pomigdzy tymi wskaznikami — wspoétczynnik
korelacji wynosit 0,70 (test Mantela, p = 0,04). Natomiast dla karlika drobnego takiej
korelacji nie stwierdzono (p = 0,96). Niemniej jednak po usunigciu z analiz dwoch

najmniej licznych kolonii uzyskano podobna, jak u karlika malutkiego, wartos¢
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wspoélczynnika korelacji 0,77, a wynik ten byl zblizony do przyjetego poziomu
istotnosci p = 0,067.

Najwigkszy dystans Nei, Ds Nei (Nei 1978) wsrod kolonii karlika malutkiego
oddzielat koloni¢ z Mylina od kolonii z Przeworna i Krzyza Wielkopolskiego (~0,5
zarowno dla préb oryginalnych jak i z poprawkami dla alleli zerowych; Tab. 15), nieco
mniejszy, ale stosunkowo wysoki od Lysomic, Siemistawic i Nowolesia (~0,3 zar6wno
dla prob oryginalnych, jak i z poprawkami dla alleli zerowych). Dla obu zestawow
danych dystans Nei przyjmowat wartosci z zakresu 0,2—-0,3 migdzy kolonig z Nowolesia
a koloniami z Siemistawic, Stolca i Mylina. W przypadku pozostatych par kolonii
warto$ci dystansu byly nizsze niz 0,2, a najmniejszy dystans dzielil kolonie ze Stolca

1 Siemistawic (-0,02 1 -0,01 po poprawce dla alleli zerowych).

Tabela 15. Dystans genetyczny Nei (Ds Nei), pomigdzy koloniami karlika malutkiego.
Lewa dolna czes$¢ tabeli to wyniki dla préb oryginalnych, a prawa goéma dla prob po
poprawce dla alleli zerowych.

Kolonia | NOW SIE LYS PRZ STO MYL KRZ
NOW 0,233 0,122 0,077 0,184 0,248 0,101
SIE 0,261 0,143 0,117 -0,010 0,259 0,112
LYS 0,120 0,144 0,117 0,082 0,345 0,111
PRZ 0,077 0,105 0,126 0,097 0,491 0,126
STO 0,211 -0,021 0,100 0,119 0,176 0,063
MYL 0,251 0,259 0,333 0,499 0,158 0,496
KRZ 0,091 0,082 0,113 0,138 0,073 0,493

U karlika drobnego wartosci Ds Nei migdzy koloniami miescily si¢ w zakresie
pomigdzy -0,001 (Gorki 1 J. Pisocne) do 0,75 (Stupski Miyn a Nowy Duninéw;
Tab. 16). Najwigksze dystanse dzielily najbardziej odlegle od siebie kolonie od
pozostalych kolonii — dla Stupskiego Miyna wartosci dystansu miescily sig
w przedziale (0,15-0,46), a dla Duninowa (0,22— 0,65). Dystans powyzej 0,20 dzielil
kolonie z Lubni od wszystkich kolonii z wyjatkiem Poddgbia i Gorek Koscielnych.
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Tabela 16. Dystans genetyczny Nei (Ds Nei)pomiedzy koloniami karlika drobnego.
Lewa dolna czg$¢ tabeli to wyniki dla préb oryginalnych, a prawa gérna dla préb po
poprawce dla alleli zerowych.

Kolonia | POD BIA GOR LUB KOS GRZ SLU DUN PIS
POD 0,054 0,070 0,037 0,038 0,083 0414 0,310 0,147
BIA 0,062 0,044 0,185 0,009 0,080 0,301 0,393 0,044
GOR 0,070 0,044 0,181 0,010 0,047 0,236 0421 0,021
LUB 0,096 0,235 0,208 0,133 0,144 0487 0,614 0,210
KOS 0,058 0,017 0,004 0,177 0,024 0,172 0,282 0,010
GRZ 0,078 0,070 0,040 0,202 0,033 0,281 0,261 0,071
SLU 0,429 0,285 0,225 0,457 0,153 0,223 0,746 0,158
DUN 0,340 0,394 0404 0,655 0,297 0,216 0,746 0,380
PIS 0,153 0,058 -0,001 0,253 0,006 0,059 0,129 0,390
POROWNANIE GATUNKOW

Badane populacje karlika malutkiego i karlika drobnego cechuje bardzo zblizony

poziom wartoSci bogactwa allelicznego, heterozygotyczno$ci obserwowanej
1 spodziewanej — w obu przypadkach mamy do czynienia z istotnym statystycznie
deficytem heterozygotycznosci (Ho jest nizsze o okoto 0,2 od He). Karlik malutki miat
wyzszy wspolczynnik wsobnosci (Fis) 1 dwukrotnie nizszy wskaznik dystansu
genetycznego Fsr, ale réznice migdzy gatunkami nie byla istotna statystycznie

(Tab. 17).

Tabela 17. Wskazniki bogactwa allelicznego, heterozygotycznos$ci, poziomu wsobnosci
1 spokrewnienia oraz Fst — poréwnanie gatunkéw na podstawie 1000 permutacji dla

prob oryginalnych.

Gatunek Bogactwo  Ho He Fis Fst Rel
alleliczne

Karlik drobny 1,827 0,679 0,866 0,230 0,007 0,011

Karlik malutki 1,859 0,666 0,857 0,208 0,014 0,023

p dla r6znic 0,291 0,618 0,333 0,405 0,473 0,454

migdzygatunkowych

Poréwnanie gatunkéow z uwzglednieniem tylko kolonii o liczebno$ci wigksze)
niz pie¢ osobnikow wyptynelo przede wszystkim na zmiang warto$ci oszacowania dla

Fsr, Fis 1 Rel dla populacji karlika drobnego (Tab. 18).
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Tabela 18. Wskazniki bogactwa allelicznego, heterozygotycznos$ci, poziomu wsobnosci
i spokrewnienia oraz Fst — poréwnanie gatunkéw na podstawie 1000 permutacji dla
kolonii o probie wigkszej niz pig¢.

Gatunek Bogactwo Ho He Fis Fst Rel
alleliczne

Karlik drobny 1,860 0,684 0,863 0,207 0,003 0,004

Karlik malutki 1,852 0,675 0,857 0,208 0,014 0,022

p dla réznic 0,853 0,829 0,568 0,974 0,519 0,504

migdzygatunkowych

Poréwnanie gatunkéw z uwzglednieniem poprawki dla alleli zerowych (Tab. 19)
wplynglo na wzrost heterozygotycznosci obserwowanej, szczegélnie dla populacji
karlika drobnego i tym samym spadek wskaznika wsobnosci Fis takze silniej
zaznaczony u karlika drobnego. W przypadku karlika drobnego ponad dwukrotnie
wzrost wspotczynnik Fsr (ale byta to zmiana na trzecim miejscu po przecinku, wige nie

mozna tego uznac za znaczace). Roznice migdzygatunkowe nadal pozostaty nieistotne.

Tabela 19. Wskazniki bogactwa allelicznego, heterozygotycznosci, poziomu wsobno$ci
i spokrewnienia oraz Fst — poréwnanie gatunkéw na podstawie 1000 permutacji dla
prob z poprawka dla alleli zerowych.

Gatunek Bogactwo Ho He Fis Fst Rel
alleliczne

Karlik drobny 1,833 0,724 0,872 0,149 0,008 0,013

Karlik malutki 1,867 0,781 0,869 0,101 0,014 0,025

p dla r6znic 0,278 0,232 0,601 0,237 0,531 0,538

migdzygatunkowych

Przy poréwnaniu gatunkéw z uwzglednieniem kolonii o liczebno$ci wigkszej niz
pie¢ osobnikow i z poprawka dla alleli zerowych zaobserwowane zmiany dotyczyly
przede wszystkim wartoSci oszacowania dla bogactwa allelicznego (wskazujac
wyrazniej na brak réznic pomigdzy gatunkami) i heterozygotycznosci obserwowanej
u populacji karlika drobnego. U obu gatunkéw nieznacznie spadly wartosci wskaznika
Fst (Tab. 20).
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Tabela 20. Wskazniki bogactwa allelicznego, heterozygotycznosci, poziomu wsobnosci
1 spokrewnienia oraz Fst — poréwnanie gatunkow na podstawie 1000 permutacji dla
kolonii o liczebnosci wigkszej niz pig¢ osobnikdw.

Gatunek Bogactwo Ho He Fis Fsr Rel
alleliczne

Karlik drobny 1,874 0,747 0,874 0,145 0,006 0,010

Karlik malutki 1,870 0,781 0,869 0,101 0,013 0,021

p dla réznic 0,915 0,402 0,532 0,364 0,615 0,601

migdzygatunkowych

Poréwnanie gatunkéw w oparciu o wspélczynniki oparte na modelu krokowym
mutacji takze wskazuje na znaczne podobienstwo pod wzgledem zréznicowania
badanych gatunkéw (Tab. 21). Wspotczynnik wsobnosci Ris, podobnie jak w przypadku
przytoczonych wczeéniej porownan, jest wigkszy u karlika drobnego, natomiast dystans
genetyczny Rsy, w odréznieniu od Fsr, jest ponad trzykrotnie nizszy u karlika
malutkiego niz u karlika drobnego (obie warto$ci cechuje jednak duze odchylenie

standardowe).

Tabela 21. Poréwnanie wskaznikéw opartych na krokowym modelu mutacji dla kolonii
o liczebnosci wigkszej niz pig¢ osobnikow. W nawiasach podane zostalo odchylenie
standardowe.

Gatunek Ris Rst

Karlik drobny | 0,296 (0,043) 0,032 (0,017)

Karlik malutki 0,165 (0,061) 0,010 (0,007)

TEST NA IZOLACJE PRZEZ DYSTANS

Dla karlika malutkiego test Mantela, sprawdzajacy, czy istnieje liniowa
zalezno$¢ miedzy dystansem genetycznym a logarytmem dystansu geograficznego dla
réznych miar dystansu genetycznego, nie pozwolil na przyjecie ani odrzucenie hipotezy
0 izolacji przez dystans. Wprawdzie dla wszystkich zastosowanych miar wspétczynnik
korelacji przyjmowal wartosci ujemne, ale byly one wysoce nieistotne statystycznie.
Prawidlowo$¢ ta dotyczyta zar6wno préob oryginalnych, jak 1 po poprawce dla alleli
zerowych. Podobne wyniki otrzymano réwniez po usunigciu z analiz kolonii zimowej

z Krzyza Wielkopolskiego. Dla zlinearyzowanego Fsr i Ds Nei warto$ci wspotczynnika
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byly zblizone i wynosity odpowiednio -0,15 (p = 0,58) i -0,14 (p = 0,62), natomiast dla
zlinearyzowanego Rst warto$é korelacji wynosita -0,05 (p = 0,86). Dla préb z poprawka
dla alleli zerowych dla zlinearyzowanego Fsr i Ds Nei wspolczynnik wynosit
odpowiednio -0,37 (p = 0,17) oraz -0,14 (p = 0,61). Po usunigciu kolonii z Krzyza
Wielkopolskiego wspotczynnik korelacji przyjmowat dla wszystkich dystanséw oprécz
zlinearyzowanego Rsr warto$ci nieco wyzsze, ale wyniki nadal byly nieistotne
statystycznie: zlinearyzowane Fsr -0,10 (p = 0,79); Ds Nei -0,06 (p = 0,88);
zlinearyzowane Rst -0,06 (p = 0,85); zlinearyzowane Fst po poprawce dla alleli
zerowych -0,33 (p = 0,36); Ds Nei po poprawce dla alleli zerowych -0,09 (p = 0,80).
Dla karlika drobnego w tescie Mantela stwierdzono istotna statystycznie izolacj¢ przez
dystans dla wszystkich trzech miar dystansu genetycznego. We wszystkich przypadkach
wspolczynnik korelacji przyjmowal podobne wartosci. Dla zlinearyzowanego Fsr
(Ryc. 5), Ds Nei (Ryc. 6.) oraz Ds Nei po poprawkach dla alleli zerowych bylo to 0,48
(p = 0,03), dla zlinearyzowane Rst (Ryc. 7) 0,51 (p = 0,03), a dla zlinearyzowanego Fst
po poprawkach dla alleli zerowych 0,44 (p = 0,04).
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r=0,48
0,025 S e
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0,015
0,01 1
0,005 -

Fst/(1-Fs71)

L
-0,005 -

-0,01 +— ;
3,85 4,35 4,85 5,35 5,85 6,35

In odlegtosci

Rycina 5. Zalezno$¢ dystansu genetycznego (wyrazonego jako zlinearyzowany
wspotczynnik Fsr) od logarytmu odleglosci geograficznej (w km) dla par kolonii karlika
drobnego.
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Rycina 6. Zalezno$¢ dystansu genetycznego (wyrazonego jako Ds Nei) od
logarytmu odleglosci geograficznej (w km) dla par kolonii karlika drobnego.
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Rycina 7. Zalezno$¢ dystansu genetycznego (wyrazonego jako zlinearyzowany
wspoéltczynnik Rst) od logarytmu odleglosci geograficznej (w km) dla par kolonii
karlika drobnego.
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STRUKTURA POPULACJI — ANALIZA GLOWNYCH WSPOLRZEDNYCH

U karlika malutkiego pierwsze trzy glowne wspoéirzedne odpowiadaty tacznie za
55,4% zmiennosci, odpowiednio za: 19,6, 18,5 i 17,4%. Struktura genetyczna nie byla
widocznie zaznaczona (Ryc. 8) — proby z poszczegdlnych kolonii byty rozproszone,

nie bylo tez zadnych innych wyraznych skupisk prob.
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= SIE
= MYL
mLYS
06 =PRZ
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-0,6

Wspéirzedna gtéwna 2

Wspétrzedna gtéwna 1

Rycina 8. Zmienno$¢ dystansu genetycznego w populacji karlika malutkiego.

Wyniki dla karlika drobnego byly bardzo zblizone — pierwsze trzy gléwne
wspotrzedne odpowiadaly za 55,6% zmienno$ci, odpowiednio za: 19,5, 18,5 1 17,6%.
Tutaj takze rozklad prob wydawat si¢ zupelnie losowy (Ryc. 9).

| = POD
' = BIA
= GOR
= LUB
» KOS
06 mGRZ
s SLU
= DUN
« PIS

-0,6

Wspéirzedna giéwna 2

Wspébirzedna gtéwna 1

Rycina 9. Zmienno$¢ dystansu genetycznego w populacji karlika drobnego.
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W przypadku analizy wspélnej dla obu gatunkéw trzy glowne wspotrzgdne
odpowiadaly za 59,7% zmiennos$ci, odpowiednio za: 28,5, 16,4 1 14,8%. Podzial na
gatunki byl wyrazny, cho¢ nie calkowity (Ryc. 10). Skupiska odpowiadajace
poszczegdlnym gatunkom byly stosunkowo rozproszone i nieco si¢ na siebie nakladaty.
Ponadto trzy osobniki karlika malutkiego zdecydowanie bardziej przesunigte byly
w strong centrum skupiska odpowiadajacego karlikowi drobnemu — byly to osobniki
z kolonii Mylin, Stolec i Krzyz Wielkopolski. Z kolei 11 osobnikéw karlika drobnego
zlokalizowanych bylo w skupisku karlika malutkiego i bylo to pig¢ osobnikéw z Lubni

raz po trzy osobniki z Poddgbia i znad Jeziora Pisocnego.
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Rycina 10. Zmienno$¢ dystansu genetycznego w populacji karlikow malutkiego
i drobnego.

PODZIAL POPULACJI NA GRUPY— SAMOVA

Procedura SAMOVA (przy zadanym podziale na dwie grupy jako najlepszy
(minimalizujacy wariancj¢ subpopulacji) wskazala podzial badanych 13 kolonii
odpowiadajacy podzialowi na gatunki. Wskaznik Fcr byl zdecydowanie nizszy dla
wszystkich innych sprawdzonych podziatéw i wahat si¢ od -0,032 do 0,004, podczas
gdy dla podziatlu na gatunki przyjmowat wartos¢ 0,189. Wyniki AMOVA (Tab. 22)
wskazaty 19,0% zmiennosci pomigdzy gatunkami. Wszystkie wskazniki Fer (Va), Fsc
(Vb), Fis (Vc) i Fir (Vd) byly istotne statystycznie: p = 0,000 (test permutacji z 1000

powtdrzen). Wartosci wskaznikow wyniosty:
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L FCT = 0, 1 90;
L4 Fsc = 0,024;
e Fis =0,242;
e Fir =0,401.

Tabela 22. Test AMOVA dla podziatu na gatunki badanych kolonii.

Zrodto wariancii Stopnie Suma Sktadowe Procent
swobody  kwadratow zmiennosci wariancji (%)

Miegdzy gatunkami 1 10097,6 27,25 (Va) 18,98

Migdzy koloniami 11 3082,1 2,82 (Vb) 1,96

w obrgbie gatunku

Miedzy osobnikami | 344 48480,1 27,44 (Vo) 19,11

w koloniach

Migdzy osobnikami | 357 30721,5 86,05 (Vd) 59,94

Suma 713 92381,2 143,56 100

Wyniki SAMOVA dla podziatu na trzy grupy wyodrgbnity jako trzecig grupg
sama kolonig z Lubni, a pozostale dwie grupy odpowiadaty podzialowi na gatunki. Przy
podziale na cztery grupy powyzszy podzial zostal zachowany z wylaczeniem jako
czwartej grupy kolonii z Nowolesia. I tak do az do podziatlu na 11 grup; za kazdym
razem wylaniania byla kolejno jedna kolonia, w kolejnosci: Siemistawice, Gaj-
Grzmigca, Poddebie, Jezioro Pisocne, Gorki Koscielne, Gorki, Przeworno. Przy
podziale na 12 grup wydzielona zostala zarbwno kolonia ze Stolca, jak i z Krzyza
Wielkopolskiego, a kolonia z Lysomic zostala ponownie polaczona z Lubnia.
Zmienno$¢ miedzy grupami byta nizsza od tej uzyskanej dla podziatu na dwa gatunki,
z wyjatkiem dwoch przypadkéw: podzialu na cztery (wylaczone Nowolesie oraz
Lubnia) 1 na pie¢ grup (dodatkowo wylaczone Siemistawice). W pierwszym
z wymienionych przypadkéw zmienno$¢ migdzy grupami wynosita 20,0% a w drugim
— 19.7% (wszystkie wskazniki byly istotne statystycznie).

Podzial na grupy przeprowadzony odregbnie dla obu gatunkéw w obu
przypadkach prowadzil do wyodrebniania kolejno jednej kolonii jako nastgpnej grupy.
Dla karlika malutkiego byty to kolejno kolonie z: Nowolesia, Siemistawic i Przeworna.
Przy podziale na pig¢ grup wylaczona zostata kolonia z Krzyza Wielkopolskiego i jako
oddzielna grupa kolonia ze Stolca, a Siemistawice zostaly ponownie polaczone
z Lysomicami. Réznice migdzy grupami ksztaltowaly si¢ miedzy 2,7% (przy podziale
na cztery grupy) a 7,3% (dla dwdch grup), przy czym test permutacji dla wskaznikéw
Fer pokazal, ze wyniki te, cho¢ sa do niego w wigkszo$ci zblizone, nie osiagaja

zalozonego S-procentowego poziomu istotnosci. Dla karlika drobnego jako pierwsza
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zostala oddzielona kolonia z Lubni, nastgpnie z Gaj-Grzmigcy, znad Jeziora Pisocnego,
Poddgbia i z Gorek Koscielnych. Procent zmienno$ci migdzy grupami byt nieco wyzszy
niz w przypadku karlika malutkiego. Najwyzszy byl dla podzialu na dwie grupy
1 wynosit 15,7%, a najnizszy byt dla podziatu na 6 grup i wynosit 6,8%, ale wyniki te
réwniez nie byly istotne statystycznie.

Dla podzialu wszystkich kolonii na dwie grupy sprowadzono takze analize
AMOVA Fsr-like (w programie Arlequin; Excoffier i in. 2005). Na podstawie wynikéw
AMOVA (Tab. 23) stwierdzono 4,5% zmiennosci genetycznej pomigdzy gatunkami.
Wskazniki Fsc (Vb), Fis (Ve), Fir (Vd) byly istotne statystycznie z p = 0,000 (test

permutacji z 1000 powtorzen), a wskaznik Fer (Va) z p = 0,001. Warto$ci wskaznikéw

wynosity:
e Fer=0,045;
. Fsc = 0,010;
L4 FIS = 0,2 1 9;
e Fir =0,262.

Tabela 23. Test AMOVA (Fsr-like) dla podziatu na gatunki badanych kolonii.

Zrédlo wariancii Stopnie Suma Skladowe Procent
swobody  kwadratow Zmiennosci wariancji (%)

Migdzy gatunkami 1 66,4 0,17 (Va) 4,57

Migdzy koloniami 11 64,0 0,03 (Vb) 0,90

w obrgbie gatunku

Migdzy osobnikami | 344 1443,7 0,75 (Vc) 20,60

w koloniach

Miegdzy osobnikami | 357 962.,0 2,69 (Vd) 73,93

Suma 713 25361,0 3,65 100,0

ANALIZA PRZESTRZENNEJ AUTOKORELACJI

Dla populacji karlika malutkiego hipoteza o braku przestrzennej autokorelacji
(Swiadczace] o panmiksji) zostala odrzucona. Wartos¢ korelacji byta dodatnia dla
najmniejszej z klas odlegtosci (0-100 km). Dla dwoch kolejnych klas, >100-200 km
oraz >200-350 km, wprawdzie warto$ci korelacji byly ujemne, ale poza przedzialem
ufnosci dla hipotezy o panmiksji. Jedynie dla klasy najwigkszych odleglosci wartos¢
korelacji byla rowna zeru 1 miescila si¢ w przedziale ufnosci (wyznaczonym metoda
permutacji) dla hipotezy o panmiksji i tylko gérna granica wyznaczona metoda
bootstrap dla tego wspélczynnika minimalnie przekraczata ten przedziat ufnosci
(Ryc. 11).
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Rycina 11. Przestrzenna autokorelacja w czterech klasach odleglosci
geograficznej dla populacji karlika malutkiego. Gorne i dolne zakresy blgdu (czarne
linie) wyznaczaja 95% przedzial ufnosci wyznaczony dla wspolczynnika korelacji
metoda bootstrap.

Dla populacji karlika drobnego hipoteza o braku przestrzennej autokorelacji
zostala réwniez odrzucona. Ksztalt funkcji (Ryc. 12) ukazujacej zalezno$¢
wspotczynnika korelacji od odleglosci byt zblizony do tego uzyskanego dla populacji
karlika malutkiego (Ryc. 11). Warto§¢ S$redniego wspéiczynnika korelacji dla
najmniejszej z klas odleglosci (0-100 km) byta dodatnia, ale nieco nizsza niz u karlika
malutkiego. Dla dwoch kolejnych klas odleglosci warto$¢ korelacji byta ujemna
i najnizsza dla klasy >100-200 km. Warto$¢ korelacji dla klasy najdalszych odleglosci
byla zblizona do zera (wlasciwie byta ona taka sama jak dla klasy trzeciej, ale z gorna

granica stupka bledu wyznaczonego metoda bootstrap blizsza zeru).
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Rycina 12. Przestrzenna autokorelacia w czterech klasach odleglosci
geograficznej dla populacji karlika drobnego. Gorne i dolne zakresy bigdu (czarne linie)
wyznaczaja 95% przedzial ufnosci wyznaczony dla wspoélczynnika korelacji metoda
bootstrap.

MIGRACJA

W populacji karlika malutkiego 80 (43%) osobnikow zostalo przypisanych do
kolonii, w ktérych zostaly ztapane. Indeks jakosci wynosit 26,8%. W poszczegdlnych
koloniach udzial osobnikéw przypisanych do miejsca schwytania zawieral sig
w zakresie od 0% dla Siemistawic i Mylina do blisko 62% dla Lysomic i Stolca
(Tab. 24). Najwigcej osobnikoéw przypisanych do innych kolonii niz miejsce ich
schwytania zostalo okreslonych jako osobniki pochodzace ze Stolca (36 przypadkow),
z czego najwigcej w kolonii z Krzyza Wielkopolskiego — az 20 osobnikéw (co stanowi
22% badanej proby), oraz licznie w kolonii z Przeworna (dziewig¢ osobnikéw, co
stanowi az 38% badanej proby). Liczna grupa osobnikéw nieprzypisanych do miejsca
schwytania zostala takze okreslona jako pochodzace z Lysomic — 20 przypadkéw,
z czego 15 osobnikéw (16% proby) przypisanych zostato do Krzyza Wielkopolskiego.
Z kolei osobniki uznane za pochodzace z Krzyza Wielkopolskiego zostaly dos¢ licznie
przypisane do Lysomic (pig¢ osobnikéw, 15% proby).

W tescie na migrantow w pierwszym pokoleniu stwierdzono obecnos¢ 14 takich

osobnikow w catej populacji, przy czym imigranci zostali stwierdzeni we wszystkich
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koloniach oprécz Nowolesia. Najliczniejsza grupa emigrantéw stwierdzona zostata
w Krzyzu Wielkopolskim (pi¢¢ osobnikéw). Druga, co do licznosci grupa emigrantéw
(cztery osobniki) obecna byla w Lysomicach. W czterech przypadkach byla to
krzyzowa migracja pomigdzy wyzej wymienionymi koloniami (Ryc. 13).

®  kolonia karlika malutkiego

Rycina 13. Migracje w pierwszym pokoleniu migdzy koloniami karlika
malutkiego (podwdjne strzatki oznaczaja dwa osobniki).
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Tabela 24. Liczba osobnikéw przypisanych do danej kolonii — w nawiasach
w przeliczeniu na procentowy udziat w kolonii (%). Poszczegblne kolonie
przedstawione sa w kolumnach (pogrubiong czcionkg zaznaczono liczbg osobnikow
przypisanych do kolonii, w ktorej zostaly schwytane).

Kolonia | NOW SIE LYS PRZ STO MYL KRZ
N=7 N=3 N=34 N=24 N=21 N=2 N=92
NOW 1(14,3) 2(5.9) 3(12,5) 1(48) 1(50,0)  5(5,4)
SIE 1(4,8)
LYS 2(28,6)  1(33,3)  21(61,8) 1(42) 1(4,8) 15(16,3)
PRZ 1(14,3) 10(41,7)  2(9,5) 1(1,1)
STO 1(143)  1(333)  4(11,8)  9(37,5) 13(61,9) 1(50,0)  20(21,7)
MYL 2(5,9) 1(4,2) 2(9,5) 1(1,1)
KRZ 2(28,6) 1(33,3)  5(147) 1(4,8) 50(54,3)

W populacji karlika drobnego 48 (27%) osobnikoéw zostalo przypisanych do
kolonii, w ktérych zostaly zlapane. Indeks jako$ci wynosit 17,5%. W poszczegdlnych
koloniach udzial osobnikow przypisanych do miejsca schwytania zawieral sig

w zakresie od 0% dla Nowego Duninowa i Stupskiego Mtyna do 60% dla Lubni

Tabela 25. Liczba osobnikéw przypisanych do danej kolonii — w nawiasach
w przeliczeniu na procentowy udzial w kolonii (%). Poszczegélne kolonie
przedstawione sa w kolumnach (pogrubiona czcionkg zaznaczono liczbg osobnikow
przypisanych do kolonii, w ktorej zostaly schwytane).

Kolonia POD BIA  GOR LUB KOS GRZ SEU DUN PIS
N=15 N=29 N=32 N=15 N=30 N=25 N=2 N=2 N=27
POD  B(20,0) 5(17,2) 5(15.6) 1(6,7) 5(16,7) 2(8,0) 1(50,0) 2(7.3)
BIA D(13,3) 7(24,1) 2(6,3) 26,7)  3(12,0) 3(11,1)
GOR  P(13,3) 3(10,3) 9(28,1) 3(20,0) 2(6,7)  2(8,0) 1(3,7)
LUB  5(33,3) 3(10,3) 6(18,8) 9(60,0) 5(16,7) 4(16,0) 1(50,0) 4(14,8)
KOS  P(13,3) 6(20,7) 5(15,6) 11(36,7) 6(24,0) 4(14,8)
GRZ 1(6,7)  2(6,7)  5(20,0) 2(7,4)
SLU 2(6,9)
DUN 1(6,7) 1(3,7)
PIS 16,7)  3(10,3) 5(15,6) 3(10,0)  3(12,0) 2(100,0) 10(37,0)

Najwigksza liczba osobnikéw (28) przypisanych do innych kolonii niz ta, bedaca
miejscem schwytania, pochodzita z Lubni, w tym sze$¢ osobnikéw przypisanych
zostalo do Gorek (19% proby), po pie¢ do Poddgbia (33%) 1 Gorek Koscielnych (17%)
oraz cztery osobniki (15%) do kolonii znad Jeziora Pisocnego. Liczng grupg stanowily
takze osobniki (23) z Gérek Koscielnych, z czego najwigcej, bo po sze$¢ osobnikow,
przypisanych zostato do Bialowiezy (21%) 1 Gaj-Grzmigcy (24%), pie¢ do Gorek (16%)
i cztery osobniki do kolonii znad Jeziora Pisocnego (15%). Liczna grupg stanowily
takze osobniki (21) z Poddgbia, z czego po pig¢ osobnikoéw przypisanych zostalo do
Biatowiezy (17%), Goérek (16%) oraz Gorek Koscielnych (17%). W teScie na

120 http://rcin.org.pl



migrantow w pierwszym pokoleniu stwierdzono obecno$¢ 13 takich osobnikow w calej
populacji. Stwierdzeni zostali we wszystkich koloniach z wyjatkiem kolonii z Lubni.
Liczba imigrantéw w zadnej kolonii nie byla wyzsza niz dwa osobniki i w Zadnym
przypadku nie byly to osobniki, ktére pochodzily z tego samego miejsca (tzn. dla
ktérych wskaznik podobienstwa byl najwyzszy dla tej samej kolonii). Najwigksza grupa
emigrantéow (trzy osobniki) wywodzita si¢ Gorek Koscielnych i byli to imigranci

w koloniach: Poddgbie, Bialowieza i Gorki (Ryc. 14).

@ Lubnia

Stupski Miyn
g Gaj-Grzmigea

N

® , ) Bialowieza
Krzyz Wielkopolski

®  kolonia karlika drobnego

Rycina 14. Migracje w pierwszym pokoleniu migdzy koloniami karlika
drobnego.
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OSZACOWANIE EFEKTU ,,SZYJKI OD BUTELKI”

Dla populacji karlika malutkiego we wszystkich koloniach, zar6wno dla prob
oryginalnych, jak 1 z poprawionymi allelami zerowymi, stwierdzono istotny
statystycznie nadmiar heterozygotycznosci obserwowanej w stosunku do spodziewane;j
dla takiej liczby alleli przy przyjgciu mieszanego modelu mutacji (TPM) — Swiadczy to
o efekcie ,,szyjki od butelki” (Tab. 26). Dla zadnej z préb nie zaobserwowano
przesunigcia ksztattu krzywej obrazujacej frekwencjg alleli. Dla catej populacji nadmiar
heterozygotycznosci byl istotny statystycznie dla proby oryginalnej (p = 0,014),
natomiast nie byt istotny dla proby z poprawionymi allelami zerowymi (p = 0,125).
W obu przypadkach krzywa byta L-ksztaltna.

Tabela 26. Wartos¢ p dla testu Wilxocona z hipoteza alternatywna o nadmiarze
heterozygotycznosci dla kolonii karlika malutkiego.

Kolonia Préba oryginalna Préba z allelami zerowymi
NOW 0,027 0,027
LYS 0,006 0,006
PRZ 0,002 0,002
STO 0,004 0,002
KRZ 0,036 0,012

U karlika drobnego we wszystkich koloniach zaréwno dla prob oryginalnych,
jak 1 z poprawionymi allelami zerowymi, réwniez zaobserwowano nadmiar
heterozygotycznosci (Tab. 27). Dla wigkszoSci prob obserwowane bylo takze
przesunigcie ksztaltu krzywej, obrazujacej frekwencje alleli, wzgledem krzywej
L-ksztaltnej. Dla calej populacji nadmiar heterozygotycznosci byt istotny statystycznie
dla préby oryginalnej (p=0,037), ale ponizej poziomu istotnosci dla proby
z poprawionymi allelami zerowymi (p = 0,098).

Tabela 27. Warto§¢ p dla testu Wilxocona z hipoteza alternatywng o nadmiarze
heterozygotycznosci oraz wyniki testu na ksztalt krzywej (+ oznacza jej przesunigcie).

Kolonia Préba oryginalna Préba z allelami zerowymi
POD 0,039 + 0,006 +

BIA 0,002 + 0,002 +

GOR 0,004 + 0,002

LUB 0,027 0,006 +

KOS 0,002 0,002

GRZ 0,002+ 0,002 +

PIS 0,002+ 0,002 +
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EFEKTYWNA WIELKOSC POPULACJI

Oszacowana efektywna wielkosci populacji (Ne) w programie NeEstimator byta
w przyblizeniu dwukrotnie wigksza dla karlika malutkiego 1 wynosila 229
(95% przedziat ufnosci 196,4-257,6) dla oryginalnej proby i 243,2 (212,4-282,5) dla
proby z odtworzonymi allelami zerowymi niz dla karlika drobnego odpowiednio: 115
(105,8-125,4) 1 128 (118-140,4). W przypadku kolonii karlika malutkiego wartosc¢
oszacowania byta najwigksza dla kolonii z Krzyza Wielkopolskiego, a najmniejsza dla

kolonii z Nowolesia (Tab. 28).

Tabela 28. Efektywna wielko$¢ populacji wraz 2z przedzialem ufnosci dla
poszczegblnych kolonii karlika malutkiego (NeEstimator).

Kolonia Préba oryginalna Préba z allelami zerowymi
Ne 95% przedzial ufnosci Ne 95% przedzial ufnosci
NOW 16,9 (10,3;39,9) 16,4 (10,2;36,6)
LYS 129.4  (84,1;261,4) 150,5 (94.8; 337,6)
PRZ 53,7 (39,8;79,4) 542  (39,9; 81,3)
STO 105,3  (62,0;301,7) 105,9  (63,1; 289,8)
KRZ 217,1  (163,2; 315,2) 216,9  (165,3; 307,5)

Oszacowanie Ne przeprowadzone dla préb oryginalnych w programie LDNE dato
inne wartosci oszacowan. Jedynie wyniki dla kolonii z Przeworna byty zblizone. Dla
calej populacji oszacowanie efektywnej wielkosci populacji bylo ujemne (Tab. 29).
Przedzialy ufno$ci ocenione zostaly dwiema metodami: testem parametrycznym
i algorytmem ,jacknife over loci”, natomiast warto§¢ Ne podano dla trzech réznych
zalozen najnizszej frekwencji alleli: 0,05, 0,02 i 0,01. W przypadku oszacowan
ujemnych nie podano wartos$ci dla przedzialéw ufnosci (domyslnie nalezy przyjac, ze

granica przedziahu jest nieskonczonosc).
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Tab. 29. Efektywna wielko$¢ populacji wraz z przedziatem ufnosci dla poszczeg6lnych
kolonii karlika malutkiego (LDNE).

Kolonia | Najnizsza Ne 95% przedzial ufnosci  95% przedzial
frekwencja alleli (test parametryczny) ufnosci
NOW | 0,05 -22,0
0,02 -22,0
0,01 -22,0
LYS 0,05 737,9 (96,6; ) (94,2; w)
0,02 453,6 (129,6; ) (122,0; =)
0,01 203,9 (101,6; 2607,2) (87,2; o0)
PRZ 0,05 454 (26,2;116,6) (26,0; 118,8)
0,02 49,7 (30,4; 109,8) (30,9; 105,6)
0,01 66,1 (41,3; 142,9) (41,0; 145,7)
STO 0,05 -1234,2
0,02 3446 (85.8; ») (93,0; )
0,01 344,6 (85,8; ) (93,0; )
KRZ 0,05 28601,3 (351,3; ) (295,3; )
0,02 -741,8
0,01 -2657,5

U karlika drobnego oszacowana efektywna wielko$¢ populacji w programie
NeEstimator najwigksza byla dla kolonii z Gaj-Grzmiacy, a najmniejsza dla kolonii
z Poddgbia (Tab. 30).

Tabela 30. Efektywna wielko§¢ populacji wraz z przedzialem ufnosci dla
poszczegdlnych kolonii karlika drobnego (NeEstimator)

Kolonia Préba oryginalna Préba z allelami zerowymi
Ne 95% przedziat ufnosci Ne 95% przedziat ufnosci
POD 43,0 (28,1; 84,3) 424  (28,2;79,5)
BIA 218,1  (103,1; ) 216,0  (105,0;21007,9)
GOR 118,0 (74,9; 256,4) 119,0 (76,0; 256,4)
LUB 39,6 (27,8;65,3) 44,1 (30,5; 75,6)
KOS 86,3 (60,3; 144,9) 91,7 (63,6; 156,6)
GRZ 2414 (92,9; ) 213,0 (91,3; »)
PIS 150,3 (81,4; 713,6) 161,7 (86,6; 858,2)

W przypadku oszacowan przeprowadzonych w LDNE, podobnie jak u karlika
malutkiego, uzyskano znacznie réznigce si¢ wartosci, a efektywna wielko$¢ populacji

oszacowana dla wszystkich prob razem takze byta ujemna (Tab. 31).
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Tabela 31.

Efektywna wielko$¢ populacji

poszczegolnych kolonii karlika drobnego (LDNE)

wraz z przedzialem ufnosci

dla

Kolonia | Najnizsza Ne 95% przedziat ufnosci  95% przedzial
frekwencja alleli (test parametryczny) ufnosci

POD 0,05 71,4 (25,7, ) (35,5; 703,9)
0,02 248,7  (46,5; »0) (56,9; »)
0,01 248,7  (46,5; ) (56,7; )

BIA 0,05 -11520,0
0,02 697,7 (99,8; ) (101,5; o)
0,01 7284,7 (149,2; ) (135,6; )

GOR 0,05 186,2 (65,2; ) (69.6; o)
0,02 237,7 (90,5; =) (94.2; )
0,01 153,0 (80,3; 853.5) (83.1; 654,6)

LUB 0,05 39,8 (20,1; 207,6) (26,1; 75,4)
0,02 168,3 (48,1; ») (81,7; )
0,01 168,3 (48,1; =) (81,7; )

KOS 0,05 556,2 (91,0; x) (89,5; »)
0,02 3358 (103,1; o) (112,6; )
0,01 117,1 (66,2; 389,3) (52,6; )

GRZ 0,05 2935 (54,4; ) (62,2; )
0,02 -547.5
0,01 -547.,5

PIS 0,05 106,8 (47,0; =) (53,9;841,9)
0,02 482,8 (91,8; ) (115,0; o)
0,01 4959  (106,9; ) (118,3; o)

SPOKREWNIENIE

Wspotczynnik spokrewniania dla calej populacji karlika malutkiego wyniost

0,0092 (z bledem standardowym 0,0018 i 95% przedzialem ufnosci 0,0042). Dla

poszczegblnych kolonii $redni wspotczynnik spokrewnienia zawieral si¢ w przedziale

od -0,0004 (dla kolonii z Nowolesia i Stolca) do 0,0154 (kolonia z Krzyza

Wielkopolskiego). Tylko dla kolonii z Krzyza Wielkopolskiego $redni wspétczynnik

spokrewnienia byt wyzszy niz dla catej populacji (Tab. 32).

Tabela 32. Sredni wspotczynnik spokrewnienia dla kolonii karlika malutkiego.

Parametr NOW SIE LYS PRZ STO MYL KRZ

Rel -0,0004  0,0005  0,0038  0,0065  -0,0004 -0,0005 0,0154

Blad

standartowy | 0,0012  0,0009  0,0016 00022 00010  0,0004 0,0035

95% przedziat

ufnosci 0,0028  0,0021  0,0038 0,005  0,0024  0,0010  0,0083
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Korelacja migdzy Srednim wspodlczynnikiem spokrewnienie a Fis, byla niska
(0,28, p < 0,05), a w przypadku oszacowania Fis po poprawce dla alleli zerowych
ujemna (-0,62, p < 0,05).

Wspotczynnik spokrewniania dla catej populacji karlika drobnego wyniost
0,0013 (z bledem standardowym 0,0006 i 95% przedzialem ufnosci 0,0014). Dla
poszczegdlnych kolonii Sredni wspétezynnik spokrewnienia zawierat si¢ w granicach od
-0,0009 (Lubnia) do 0,0029 (Biatowieza); dla trzech kolonii $redni wspéiczynnik
spokrewnienia byl wyzszy niz dla calej populacji — dla kolonii z Biatowiezy, Gaj-

Grzmiacy i znad Jeziora Pisocnego (Tab. 33).

Tabela 33. Sredni wspélczynnik spokrewnienia dla kolonii karlika drobnego.

Parametr POD BIA GOR LUB KOS GRZ SLU DUN PIS
Rel 0,0005 0,0029 0,0013 -0,0009 0,0004 0,0024 0,0005 0,0001 0,0015
Blad stan-

dartowy 0,0015 0,0020 0,0019 0,0018 0,0008 0,0014 0,0011 0,0007 0,0018
95% prze-

dziat ufnosci | 0,0035 0,0047 0,0046 0,0043 0,0019 0,0033 0,0026 0,0017 0,0043

Korelacja migdzy $rednim wspolczynnikiem spokrewnienie a Fis byla ujemna
zarOwno dla prob oryginalnych, jak i po poprawce dla alleli zerowych — odpowiednio -

0,22 oraz -0,45 (p < 0,05 w obu przypadkach).
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Dyskusja

OCENA MARKEROW — ALLELE ZEROWE ORAZ NIEROWNOWAGA SPRZEZEN

Allele zerowe, jesli ich frekwencja jest dostatecznie wysoka, moga zakloci¢
wyniki analiz, prowadzac chociazby do niedoszacowania zmiennos$ci genetycznej czy
niestusznego stwierdzenia odstgpstwa od réwnowagi H-W (Paetkau i Strobeck 1995).
Z kolei niedoszacowanie zmienno$ci w obrgbie populacji moze prowadzi¢ do
zawyzenia warto$ci Fs: miedzy populacjami (Paetkau i in. 1997, Slatkin 1995). Jednak
wielu autoréw podczas analizy danych nie bierze pod uwage alleli zerowych — w pracy
przegladowej Dakin i Avise (2004) oszacowali, ze w 90% prac, w ktorych stwierdzono
allele zerowe, nie zastosowano na nie zadnej poprawki. Podobnie bylo w przypadku
pracy o genetyce populacyjnej karlikéw Racey’a i in. (2007), w ktérej autorzy nie
wspominaja nawet, czy sprawdzali obecno$¢ takich alleli w probie. W zwigzku z tym,
pomimo ze sze$¢ z o$miu uzytych w niniejszej pracy markeréw bylo tez stosowanych
przez wyzej wymienionych autoréw, nie mozna bylo poréwnac¢ frekwencji alleli
zerowych. Natomiast poroOwnanie to bylo mozliwe w przypadku pracy dotyczacej
czeskiej i stowackiej populacji karlikow (Bryja i in. 2009). Pig¢ markeréw pokrywato
si¢ z zastosowanymi w niniejszej pracy (EF04, Ppip01, Ppip02, Ppip04, Ppip06). U obu
gatunkow karlikow Bryja i in. (2009) stwierdzili obecno$¢ alleli zerowych we
wszystkich z wymienionych loci (réwniez w pozostatych zastosowanych przez nich
markerach), przy czym dla locus Ppip02 frekwencja alleli zerowych byta niska (0,016
dla populacji karlika malutkiego oraz 0,010 dla populacji karlika drobnego), a dla locus
Ppip06 bardzo niska (dla populacji karlika malutkiego — 0,001). Dla pozostatych loci
zawierala si¢ w przedziale 0,022-0,140 dla karlika malutkiego i 0,052—-0,246 dla karlika
drobnego. W przypadku polskich préb nie stwierdzono wecale alleli zerowych w locus
Ppip02 (Tab. 3 i 4). Dla pozostatych loci frekwencja alleli zerowych zawierala sig
w przedziale 0,001-0,028 dla karlika malutkiego oraz 0,004-0,020 dla karlika drobnego
i byla we wszystkich przypadkach nizsza niz dla préb z pracy Bryi iin. (2009),
z wyjatkiem locus Ppip06 u karlika malutkiego (0,001 versus 0,028). Wynik ten
z jednej strony pokazuje, ze allele zerowe w przypadku tego opracowania nie wydaja
si¢ mie¢ kluczowego znaczenia (ich frekwencja jest niska) i nie wymagaja tak
restrykcyjnego podejscia, jak zastosowane przez Bryje i1 in. (2009), ktorzy we

wszystkich obliczeniach uwzgledniali dane z poprawiona frekwencja alleli oraz
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wykorzystali specjalne procedury obliczeniowe zakladajace poprawke dla alleli
zerowych (takie oszacowania sa dyskusyjne i moga by¢ obarczone bledem), z drugiej
strony jednak, allele zerowe powinny by¢ wzigte pod uwage przy analizie danych.
Dlatego zastosowano rozwigzanie polegajace na uwzglednieniu dwoch zestawow
danych — oryginalnych i z wprowadzonymi poprawkami dla alleli zerowych. Nalezy
tutaj takze zwrdci¢ uwage, ze metody szacowania frekwencji alleli zerowych opieraja
si¢ na zalozeniach rownowagi H-W w populacji i na porownywaniu obserwowanej
i spodziewanej liczby homozygot w danej klasie wielko$ci alleli, w zwiazku z tym
stwierdzenie ich obecno$ci moze wynika¢ z odchylenia od réwnowagi H-W
spowodowanej jakim$ innym czynnikiem np. wysokim stopniem inbredu w danej
populacji, czy tez obecnoscia substruktury w populacji (efekt Wahlunda) Ilub
nielosowym pobieraniem préb — na przyklad z grup rodzinnych powodujace wyzsze
spokrewnienia w obregbie proby niz rzeczywiste spokrewnienie dla populacji
(Chapuis i Estoup 2007).

Allele zerowe nie s zjawiskiem tak rzadkim, jakby si¢ to moglo wydawac
(Chapuis i Estoup 2007), jednak ich istnienie wymaga zaj$cia specyficznej mutacji i ich
obecno$¢ praktycznie we wszystkich markerach moze sklania¢ do podejrzen, ze
stwierdzane sa z ktorego$ z wcze$niej wymienionych powodéw. Chociazby z takiego,
ze ze wzgledu na prowadzony przez nietoperze tryb zycia, proby pobierane byly
z kolonii macierzystych, w ktorych stopien spokrewnienia niekoniecznie odpowiada
temu dla calej populacji. Ponadto stwierdzenia alleli zerowych nie sa konsekwentne dla
wszystkich kolonii — w zadnym przypadku nie zostaly one stwierdzone we wszystkich
koloniach danego gatunku. Oczywiscie jest mozliwe, ze dany allel zerowy jest
rownocze$nie allelem unikatowym dla danej kolonii, ale nie jest to wysoce
prawdopodobne. Zastanawiajacy jest takze fakt, ze allele zerowe pojawiaja sig
wlasciwie w ktorej$ kolonii dla kazdego markera — w pracy Bryi in. (2009) allele
zerowe stwierdzone zostatly tez dla markeréw nie stosowanych w tej pracy.

Podobne zjawisko szeroko rozprzestrzenionych alleli zerowych we wszystkich
o$miu badanych loci mikrosatelitarnych zaobserwowano takze u innego gatunku
nietoperza, nocka Bechsteina (Durrant i in. 2008). Autorzy pracy sugerowali, ze
zjawisko tak rozpowszechnionych alleli zerowych moze by¢ wynikiem oddziatywania
jakiego$ innego czynnika niz rzeczywiste mutacje w sekwencjach flankujacych tych
loci. Podobnie jak w przypadku badanych karlikow, w koloniach nocka Bechsteina

stwierdzono odchylenie od réwnowagi H-W w kierunku deficytu heterozygot oraz
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istotne statystycznie dodatnie wartosci wspotczynnika wsobnosci (Fis) — dla szesciu
kolonii od 0,15 do 0,29.

W populacji karlika malutkiego stwierdzono w poszczegélnych koloniach od
dwoch do szeSciu (na 28 mozliwych) sprzezonych par loci, a w populacji karlika
drobnego od trzech do 14 takich par. Jednak uwaza si¢, ze wykazana w testach
nierbwnowaga sprzg¢zen moze wynikaé nie tyle z rzeczywistego fizycznego sprz¢zenia
danych loci, ale moze by¢ skutkiem niedawnego wymieszania si¢ populacji o ré6znych
frekwencjach alleli, czy tez intensywnej imigracji (Hartl i Clark 1997). Przyktadowo
w pracy dotyczacej populacji wilka (Canis lupus) z Europy Srodkowo-Wschodniej
(Pilot 2005) test na nierbwnowage sprzezen w danej subpopulacji takze wykazal
istnienie od kilku do kilkudziesigciu (na 14 loci mikrosatelitarnych) istotnych sprzezen
migdzy poszczegdlnymi loci, podczas gdy wiadomo bylo, Ze znajduja sig¢ one na innych
chromosomach. Test na nierownowagg sprz¢zen moze by¢ takze wrazliwy na nielosowy
dobor préb albo wysoki stopien inbredu w obregbie danej grupy. Posrednim
potwierdzeniem tezy o nierownowadze sprzg¢zen, wynikajacej z wysokiego stopnia
inbredu, moze by¢ wynik uzyskany dla kolonii z Lubni (wykryto tutaj az 14
potencjalnie sprzgzonych par; Tab. 6), a byla to wlasnie kolonia o najwyzszym
wspotczynniku wsobnosci (Tab. 8.) posrod tych, dla ktérych wykryto sprz¢zenia. Takze
w badaniach nad réznymi populacjami wilka stwierdzano istnienie nieréwnowagi
sprz¢zen wraz z wysokim stopniem inbredu, a autorzy doszukiwali si¢ w nim przyczyny
(/lub w nielosowym pobraniu préb oraz istnieniu struktury populacji) uzyskania
takiego wyniku (Forbes i Boyd 1997, Lucchini i in. 2004, Roy 1 in. 1994). W przypadku
badanych kolonii przypuszczenie, ze osobniki naleza do ré6znych subpopulacji/populacji
nie wydaje si¢ sensowne, jako ze proby pochodzily z kolonii macierzystych. W zwiazku
z tym efekt Wahlunda (istnienia struktury w probie) mozna odrzuci¢. Stwierdzony
w koloniach wysoki stopien inbredu, jak rowniez duzy udzial imigrantéw (wyniki testu
przypisania), wydaja si¢ najbardziej prawdopodobnymi przyczynami stwierdzonych
sprzezen.

W  przypadku  wykorzystanych w  tym  opracowaniu  markeréw
mikrosatelitarnych, nie byto niestety dostgpnych informacji, na jakich chromosomach sa
one zlokalizowane, nie mozna wigc zadnych ze sprzezen definitywnie wykluczy¢.
Przede wszystkim jednak brak konsekwencji w wystgpowaniu sprz¢zonych par

(Tab. 516) w poszczegdlnych koloniach, jak rdwniez wykazana intensywna migracja
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migdzy koloniami oraz dodatni wspo6tczynnik inbredu we wszystkich koloniach, a takze
potencjalna mozliwo$¢ zakldcen w losowosci pobranych prob (pochodzity one z kolonii
macierzystych, i w paru przypadkach osobniki byly rzeczywiscie nieco bardziej
spokrewnione niz w calej populacji) wskazuja, Ze otrzymane wyniki moga by¢
artefaktem. Dlatego nie zdecydowano si¢ na usunigcie zadnego z badanych loci

z przeprowadzonych analiz.

W niniejszej pracy dla obu gatunkéw karlikow uzyskano znaczaco inny zakres
dhugodci alleli dla locus Ppip0O5 niz ten przedstawiony w pracy Racey’a iin. (2007).
W przypadku badanych gatunkéw diugosci alleli miescily si¢ w przedziale 168-192 pz
dla karlika malutkiego i 170-198 pz dla karlika drobnego, a w pracy Racey’a i in.
(2007) bylo to odpowiednio: 128-154 pz oraz 130-168 pz. Poniewaz réznica ta
wystepuje u obu gatunkow, jest mato prawdopodobne by byta ona wynikiem réznic
migdzy badanymi w obu pracach populacjami. Przyczyny nalezy dopatrywaé sig
w metodyce. Racey in. (2007) podaja, ze przytaczanie starterow Ppip0S odbywalo sig¢
w temperaturze 48°C, podczas gdy w przypadku niniejszej pracy bylo to 61°C. Dla
nizszej temperatury przylaczania starterow (55°C; gdy przeprowadzano powtodrki)
obserwowano liczne dodatkowe piki (tzw. piki duchy), poprzedzajace te wilasciwe
i utrudniajace odczyt wynikéw. Przy temperaturze 48°C odczyt ten byl potencjalnie
jeszcze trudniejszy 1imogt prowadzic do niepoprawnego rozroznienia pikow

wiasciwych od pikéw duchéw.

ROWNOWAGA HARDY’EGO-WEINBERGA

Populacje obu gatunkéw nie znajdowaly si¢ w réwnowadze H-W. Brak
rownowagi w kierunku deficytu heterozygot wykazany zostat dla wszystkich kolonii
powyzej pigciu osobnikéw badanych gatunkéw i dla wszystkich loci z wyjatkiem locus
Ppip02. W przypadku karlika malutkiego dla tego locus nie mozna bylo odrzucié¢
hipotezy o rownowadze H-W, natomiast w przypadku karlika drobnego nie mozna byto
odrzuci¢ ani hipotezy o rownowadze, ani o deficycie heterozygot.

Przyczyn, dla ktérych populacja odbiega od rownowagi H-W moze by¢ wiele,
migdzy innymi: nielosowe krzyzowanie si¢ osobnikéw, wpltyw mutacji lub migracji,
mata liczebno$¢ populacji. Przede wszystkim nalezy jednak sprawdzié, czy stwierdzony

brak rownowagi nie jest artefaktem i nie wynika ze ztego doboru marker6w — powinny
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by¢ one neutralne pod wzgledem selekcji 1 nie powinny w nich wystgpowac allele
Zerowe.

Zatozenie, ze na siedem z o$miu wybranych marker6w mikrosatelitarnych dziata
selekcja naturalna jest malo prawdopodobne. Natomiast, rzeczywiscie, jak juz to
wczesniej opisano, przypuszczalnie w markerach tych wystgpowaly allele zerowe.
Frekwencja stwierdzonych alleli zerowych nie byla jednak wysoka, a wprowadzenie
poprawki dla alleli zerowych wplynelo marginalnie na wyniki testu na rownowage
H-W, co sklania do przypuszczenia, ze to nie allele zerowe byly przyczyna
obserwowanego odchylenia.

Bardziej prawdopodobng przyczyng wydaje si¢ kojarzenie wsobne — we
wszystkich koloniach, zaréwno dla danych oryginalnych, jak i po poprawce dla alleli
zerowych, zaobserwowano dodatnie wartosci Fis i w wigkszoSci przypadkow
oszacowanie to bylo istotne statystycznie (Tab. 7 i 8). Mozna by przypuszczaé, ze
wysoki wspoétczynnik wsobnosci to skutek nielosowego poboru préb, tzn. odlowienia
osobnikow spokrewnionych ze soba bardziej niz $rednia dla populacji. Nie wykazano
jednak znacznej dodatniej korelacji migdzy $rednim wspoélczynnikiem spokrewniania
dla danej kolonii, a jej wspolczynnikiem inbredu w populacji karlika malutkiego,
a u karlika drobnego byla ona wrgcz ujemna (patrz rozdzial: ,,Spokrewnienie”). Wplyw
tego czynnika mozna zatem uznaé za marginalny.

Jednym z zalozen, ktére powinno by¢ speinione, aby populacja znajdowata si¢
w rownowadze H-W, jest to, ze wplyw migracji na frekwencje alleli jest pomijalny.
Przeprowadzone testy przypisania (patrz rozdzial: ,Migracja”) wskazuja na silnie
migracyjny charakter obu gatunkéw i potencjalnie intensywny przepltyw genéw miedzy
wszystkimi koloniami w obrgbie obu gatunkéw (aby migracja oznaczala przeplyw
genéw, osobnik migrujacy musi wziaé udziat w rozrodzie). Stosunkowo niskie wartosci
dystansow genetycznych migdzy koloniami u obu gatunkoéw potwierdzaja hipoteze
0 znacznym przepltywie gendw migdzy koloniami.

[nnym czynnikiem, mogacym wplywa¢ na odchylenie od rownowagi H-W,
moze by¢ biologia rozrodu. U samcoéw P. pipistrellus sensu lato wykazano silny
terytorializm i tworzenie hareméw (ang. resource defence polygyny; Lundberg i Gerell
1986, Gerell-Lundberg i Gerell 1994). U karlika mniejszego stwierdzono zjawisko
tokowania (ang. lek), czyli popisow wokalnych samcéw wzdluz tras przelotow

(Sachteleben i von Helversen 2006). Takie zachowania moga wplywaé na duze
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zréznicowanie sukcesu rozrodczego samcow, a tym samym odchylenie od zalozenia
o losowosci krzyzowania.

Jako czgsta przyczyne odchylenia od H-W, podaje si¢ efekt Wahlunda, czyli
pobrania préb z wigcej niz jednej populacji (wowczas proporcja homozygot bedzie
wigksza niz bylaby dla kazdej populacji osobno). Efekt ten moéglby mie¢ miejsce
w przypadku oceny heterozygotycznosci catych populacji, ale w przypadku
poszczegélnych kolonii macierzystych zjawisko to mozna calkowicie wykluczyc,
a istotna nierownowaga jest obecna nie tylko dla calej populacji, ale dla wszystkich
poszczeg6lnych kolonii powyzej pigciu osobnikoéw.

Zbyt mate proby moga wplyna¢ na niewtasciwe oszacowanie frekwencji alleli,
ale byloby to wytlumaczeniem w przypadku poszczegdlnych kolonii ponizej 3040
osobnikow, a z pewnoscia nie dla calych populacji. Ponadto wydaje si¢ mato
prawdopodobne, zZeby we wszystkich koloniach pojawil sie taki sam blad

niedoszacowania liczebno$ci heterozygot.

PODSTAWOWE STATYSTYKI

Pod wzgledem wzoru allelicznego (ang. allelic pattern) zaobserwowano jedna
istotng statystycznie réznicg¢ pomigdzy gatunkami, a mianowicie brak klasy alleli
o frekwencji migdzy 5% a 25% u karlika malutkiego (Ryc. 3 i 4). Ze wzgledu na brak
zasadniczych réznic dla innych klas alleli mozna to interpretowaé jako nieco wigkszy
udzial alleli pospolitych (powyzej 50%) w koloniach karlika malutkiego, co mogloby
Swiadczy¢ o wigkszej wymianie genéw migdzy koloniami. Z drugiej jednak strony
udziat alleli unikatowych wydaje si¢ nieco wyzszy w koloniach karlika malutkiego —
wprawdzie najwyzsza $rednia liczba alleli unikatowych zostala stwierdzona w Lubni
(kolonii karlika drobnego), ale dla pozostatych kolonii byta wyzsza w koloniach karlika
malutkiego. Ponadto kolonia z Lubni wydawala si¢ swoim charakterem odstawa¢ od
pozostatych kolonii karlika drobnego, co zostalo szerzej przedyskutowane
w podrozdziale dotyczacym wynikoéw analizy SAMOVA oraz testu przypisania.
W populacji karlika malutkiego odnotowano 35 osobnikéw z jednym lub wigcej allelem
unikatowym, a w przypadku karlika drobnego 22 takie osobniki. To z kolei sugeruje
wigkszy przeptyw genéw migdzy koloniami karlika drobnego.

W koloniach obu gatunkéw odnotowano dodatnie wartosci wspolczynnika

wsobnosci Fis, zarobwno dla préb oryginalnych, jak i dla tych z uwzglednieniem
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poprawki dla alleli zerowych. W koloniach karlika malutkiego warto$ci wspotczynnika
wsobnosci miescity si¢ w zakresie 0,05-0,25 (0,01-0,15 po poprawce dla alleli
zerowych) 1 dla wszystkich kolonii, oprécz najmniej licznych: Nowolesia, Mylina
i Siemistawic, dodatnie wartosci Fis byly istotne statystycznie (Tab. 7). W koloniach
karlika drobnego wspolczynnik wsobnosci Fis przyjmowal nieco wyzsze warto$ci
0,19-0,44 (0,01-0,15), przy czym najwyzsza istotna warto§¢ wynosita 0,28 (Tab. 8).
Wiyniki te sa o tyle zaskakujace, ze wysoki wspétczynnik wsobnosci dotyczy z reguly
nieduzych i izolowanych populacji. Oszacowania liczebnosci karlikéw dla obszaru
Polski nie byly przeprowadzane, ale oba gatunki uwazane sa za jedne
z najpospolitszych eupalearktycznych gatunkéw nietoperzy. Wyniki testu przypisania
wskazuja na duzy stopien migracyjnosci badanych gatunkéw. Stabo zaznaczona
struktura (wyniki analiz PCoordA, SAMOVA, niewielkie dystanse genetyczne migdzy
koloniami) potwierdza hipotezg, Ze migracje te zwiazane s z przeplywem genow.
Z drugiej strony, stwierdzono takze dodatnia autokorelacje¢ dla mniejszych klas
odleglosci u obu gatunkéw oraz izolacje przez dystans w przypadku populacji karlika
drobnego. Uzyskane niezgodnosci w obrazie stopnia przeplywu genéw w populacjach
badanych gatunkéw moga by¢ wynikiem odmiennych zachowan samic i samcow —
filopatrii tych pierwszych i duzego stopnia dyspersji tych drugich. Takie zjawisko byto
sugerowane dla karlikow malutkiego i drobnego (w koloniach rozrodczych, obok samic,
stwierdza si¢ zazwyczaj tylko juwenilne samce; patrz tez: Thompson 1992),
a stwierdzone u innych gatunkéw nietoperzy strefy umiarkowanej, przykladowo:
unocka Bechsteina (Kerth i in. 2002 a 1 b, Kerth i Petit 2005), nocka duzego
(Castellaiin. 2001), czy borowca wielkiego (Petiti Mayer 2000). Zjawisko
migracyjnos$ci zaleznej od plci (ang. sex baised dispersal) jest u karlikoéw bardzo
prawdopodobne — samice wychowujace miode beda bardziej zalezne od dobrych
zerowisk i tym samym sklonne do pozostania w miejscu urodzenia, podczas gdy ryzyko
migracji bedzie dla samcéw mniejsze. Potwierdzenie tej hipotezy byloby mozliwe
poprzez poréwnanie markerow dwurodzicielskich i jednorodzicielskich (fragmentu
sekwencji mfDNA lub chromosomu Y); o réznicy w dyspersji mozna by tez posrednio
wnioskowa¢ na podstawie samych markerow dwurodzicielskich, poréwnujac réznice
w indeksie przypisania, wspotczynniku spokrewnienia, ogélnym wspdtczynniku
wsobnosci i indeksie utrwalenia (test na migracyjnos$¢ zalezna od plci, ang. fest for sex
baised dispersal; Goudet i in. 2002). Kluczowym problemem jest tutaj jednak

pozyskanie dostatecznej liczby préob od dorostych samcow, ktére tworza wigksze
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zgrupowania jedynie w przypadku kolonii zimowych. W tym opracowaniu struktura
plciowa i wiekowa odlowionych nietoperzy nie pozwolila na przeprowadzenie takiego

testu.

ZROZNICOWANIE FREKWENCJI ALLELI I DYSTANS GENETYCZNY —
POROWNANIE GATUNKOW

Test na zréznicowanie kolonii pod wzgledem frekwencji alleli wykazal nieco
wigksze zréznicowanie kolonii karlika malutkiego niz karlika drobnego. Odpowiednio
dla 24% 1 14% poréwnan miedzy koloniami rdéznica ta byla istotna. Z kolei
w przypadku dystansu genetycznego Fst (Tab. 11 i 12) oraz standardowego dystansu
Nei (Tab. 16 i 17) dla porownan miedzy koloniami, zakres réznic migdzy parami
kolonii byl nieco wigkszy w przypadku karlika drobnego niz karlika malutkiego —
odpowiednio do 0,167 (0,170 po poprawce dla alleli zerowych) i 0,070 (0,061) oraz
0,50 i 0,75 (po poprawce dla alleli zerowych analogicznie). Srednia wartos¢ Fsr dla
poréwnan parami u karlika drobnego byla takze wyzsza, ale u obu gatunkéw odchylenie
standardowe bylo bardzo wysokie — 0, 033 * 0,032 versus 0,026 + 0,017
(0,032 £ 0,033 versus 0,025 + 0,018 po poprawce dla alleli zerowych). Ponadto tylko
niewielka czgS§¢ porOwnan byla istotna statystycznie: 17% (25% po uwzglednieniu
poprawki dla alleli zerowych) dla karlika drobnego i 33% (29%) dla karlika malutkiego.
Srednia warto$é Fst dla par kolonii rozniacych sig istotnie statystycznie byta takze nieco
wyzsza u karlika drobnego, ale juz tylko nieznacznie — 0,024 = 0,008 (0,018 = 0,005
po poprawce dla alleli zerowych), niz u karlika malutkiego — odpowiednio
0,018 £ 0,005 (0,012 = 0,003). Srednia warto$é Ds Nei wynosila dla karlika drobnego
0,20 £+ 0,18, a dla malutkiego 0,18 + 0,13 (dla danych po poprawce dla alleli zerowych
wartosci te byly takie same). Przedstawione poréwnania pokazuja, Ze nie ma wyraznej
roznicy migdzy gatunkami pod wzgledem dystanséw genetycznych pomigdzy
koloniami. Tendencja w strong nieco wyzszych wartosci Fst oraz Dg Nei dla par kolonii
u karlika drobnego nie wydaje si¢ znaczaca, nie tylko z powodu znacznych odchylen
standardowych w przypadku wyliczonych wartosci, ale takze w §wietle wynikow testu
na zroznicowanie (wskazujacych na nieco wigksze zrdéznicowanie kolonii karlika
malutkiego), oraz przy poréwnaniu miary dystansu, opartej na zalozeniach modelu
mutacji krokowej (Rst). W przypadku Rsr zakres dystanséw byl nieco wyzszy dla
karlika malutkiego niz drobnego, podobnie jak i $rednia dla par kolonii — 0,06 + 0,09
versus 0,02 + 0,06. Wyniki te zresztg tez sa obarczone duzym marginesem biedu, jako
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ze dla karlika malutkiego tylko 10% poréwnan migdzy parami kolonii bylto istotnych
statystycznie, a dla karlika drobnego — 21%.

Brak widocznych réznic migdzy gatunkami jest takze wyrazny w przypadku
oszacowan, przeprowadzonych nie dla par kolonii, ale takze dla populacji badanych
gatunkoéw jako calo$ci. Wspodlczynniki Fsr 1 Rsr dla calych populacji badanych
gatunkéw przyjmowaly zblizone wartosci. Wspolczynnik Fst byt wprawdzie nawet
dwukrotnie nizszy dla karlika drobnego — od 0,003 do 0,008 w zaleznosci od
przyjetych zatozen (Tab. 18-20), a od 0,013 do 0,014 dla populacji karlika malutkiego,
ale réznice miedzy gatunkami nie byly istotne statystycznie i obie wartosci byly niskie.
Z kolei w przypadku wspolczynnika Rst byt on wyzszy dla populacji karlika drobnego
(0,032 versus 0,010), ale i ta réznica nie byla znaczaca (Tab. 21, por6wnaj wartosci
odchylenia standardowego).

Wiyniki te sa zgodne z badaniami Bryi i in. (2009) nad populacjami karlikow
malutkiego i drobnego przeprowadzonych dla kolonii gléwnie z obszaru Czech
1 Stowacji (dodatkowo Polska — trzy kolonie, Niemcy i Ukraina — po jednej kolonii).

ENA 4 obu

W badaniach tych stwierdzono bardzo niskie wartos$ci catkowitego Fsr
gatunkow i brak réznic migdzy nimi — 0,0051 (95% przedziat ufnosci 0,0031-0,0074)
dla populacji karlika malutkiego oraz 0,0053 (0,0030-0,0085). Srednie Fsr™"* dla par
kolonii karlika malutkiego wyniosto 0,005 + 0,004 (maksymalna warto$¢ 0,015), a dla
karlika drobnego 0,006 £ 0,005 (0,017). Jak juz wcze$niej wspominano, Bryja i in.
(2009) swoje badania przeprowadzili z zastosowaniem pigciu takich samych markeréw
genetycznych, jak w ponizszym opracowaniu, ze zatem ich wyniki i wyniki z niniejszej
pracy mozna uzna¢ w duzym stopniu za kompatybilne. Pewna rdéznicg stanowi

natomiast zastosowanie przez autorow wspolczynnika Fgrt

(program FreeNA;
Chapouis 1 Estoup 2007), bedacego jednak odpowiednikiem zastosowanego
w niniejszej pracy Fsr, ale z uwzglednieniem specjalnej poprawki dla alleli zerowych.
Zatem nalezy uzna¢, ze uzyskane przez Bryje i in. (2009) wartosci powinny by¢
porébwnywane z wynikami z niniejszego opracowania dla préb zuwzgledniong
poprawka dla alleli zerowych. W niniejszym opracowaniu i w pracy Bryi i in. (2009)
wykorzystano takze te same proby z kolonii z Bialowiezy i znad Jeziora Pisocnego.
Okreslona w tej pracy warto$¢ dystansu Fsr dla tych kolonii to 0,007 i warto$¢ ta miesci

ENA

si¢ w zakresie podanych wartosci Fsr (Bryja i in. 2009) co stanowi pewne

(cho¢ oczywiscie niewystarczajace) potwierdzenie podobienstwa migdzy Fsr i FSTENA.

Niestety w pracy Bryi i in. (2009) nie ma informacji o wielkosci dystansow

http://rcin.org.pl 135



genetycznych pomigdzy poszczegélnymi parami kolonii, co pozwolitoby na
przeprowadzenie dodatkowych poréwnan.

Rzetelne poréwnanie otrzymanych wynikéw z tymi uzyskanymi przez Racey’a
iin. (2007), zajmujacych si¢ genetyka populacyjna karlika malutkiego i drobnego
w Wielkiej Brytanii i cze$ci Europy kontynentalnej, nie jest niestety mozliwe.
Wspomniani autorzy nie przeprowadzili oszacowan Fgr dla catych badanych populacji.
Podali oni jedynie $rednie wartosci dla poréwnan par kolonii, co niestety nie daje pelnej
informacji o indeksie utrwalenia dla calej populacji i jest obarczone wigkszym ryzykiem
bledu losowego, szczegblnie, ze przebadane przez nich proby nie byly réwnoliczne i nie
bylo ich tyle samo dla obu gatunkéw. Zatem, zamiast Sredniego Fst odpowiadajacego
Sredniej wazonej (w niniejszym opracowaniu Fsr catkowite), do celéw poréwnawczych
dysponujemy jedynie S$rednim Fst dla par kolonii, odpowiadajacym Sredniej
niewazonej. Ponadto w przypadku poréwnan tych srednich autorzy nie przeprowadzili
analizy istotno$ci statystycznej roznic migdzy jednym a drugim gatunkiem.

Dla kolonii badanych gatunkéw z Wysp Brytyjskich Racey in. (2007) stwierdzili
Srednig warto$¢ Fsr dla karlika malutkiego — 0,029 + 0,004 (przy czym druga liczba
oznacza tutaj blad standardowy, SE, a nie odchylenie standardowe, SD; wnioskujac
z danych zamieszczonych w pracy ww. autoréw SD wyniostoby 0,018) i 0,023 + 0,008
(SD przypuszczalnie 0,047) dla karlika drobnego; zakres warto$ci odpowiednio
<0,001-0,116 i <0,001-0,084. Po uwzglednieniu kolonii z Europy kontynentalnej
wyniki dla takiego poréwnania wykazaly dwukrotnie wyzsze warto$ci Fsr dla par
kolonii karlika malutkiego — 0,044 = 0,007 (SD przypuszczalnie 0,040) versus
0,024 = 0,007 (SD przypuszczalnie 0,049); zakres warto$ci odpowiednio <0,001-0,238
1 <0,001-0,105. Powyzsze warto$ci, wbrew wnioskom wysnutym przez autoréw, przy
tak duzych odchyleniach standardowych, niekoniecznie $wiadcza o istotnej réznicy
pomigdzy kryptycznymi gatunkami. Test statystyczny pozwalajacy okresli€ istotnos¢ na
podstawie parametrow rozktadu (ang. F and T test from parameters z programu Past —
Hammer i in. 2001), moze nie do konca uprawniony ze wzgledu na zalozenie
o rozktadzie normalnym, ale z braku znajomos$ci poszczegélnych wartosci jedyny
mozliwy, wykazal, ze nie mozna przyja¢ hipotezy o roznicy migdzy S$rednimi na
poziomie 5% ani dla populacji brytyjskich karlikow (p = 0,5), ani dla populacji
brytyjskich razem z prébami z Europy kontynentalnej (p = 0,06), cho¢ rzeczywiscie

w tym drugim przypadku réznica jest marginalnie nieistotna.
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Poréwnanie $rednich wartosci Fst dla par kolonii uzyskanych przez Racey’a i in.
(2007) z tymi uzyskanymi przez Bryje¢ i in. (2009) mogloby swiadczy¢ o mniejszym
zroznicowaniu  genetycznym  populacji  karlikéw  malutkiego 1  drobnego
w kontynentalnej Europie w poréwnaniu z populacja z Wysp Brytyjskich. Taki zreszta
wniosek, poparty takze negatywnym wynikiem testu na izolacj¢ przez dystans
(a nieznaczna, cho¢ istotng izolacj¢ przez dystans sugeruja Racey i in. 2007) wysnuli
Bryja i in. (2009). Sadzac jednak po uzyskanych w pracy Racey’a i in. (2007) rozrzucie
warto$ci Sredniego Fsr dla par kolonii obu gatunkéw wartosci catkowitego Fst dla
badanych przez nich populacji moglyby by¢ zblizone do tych z niniejszej pracy oraz
pracy Bryi i in. (2009).

Podsumowujac, zakres wartosci Fsrdla par kolonii okre$lony w niniejszej pracy
zawieral si¢ wilaSciwie migdzy podanymi w obu poréwnywanych pracach, natomiast
sama $rednia blizsza byla tej okreslonej dla populacji z Wysp Brytyjskich z pracy
Racey’a i in. (2009) — poréwnanie to nie jest jednak specjalnie znaczace, bo wariancja
w obrgbie kolonii byla na tyle wysoka, Zze $rednie te nie sa dobrym parametrem
opisujacym populacje. Natomiast, co wazne i znacznie mniej obarczone bledem, to fakt
uzyskania bardzo zblizonych wartosci calkowitego Fsr dla badanych przez Bryjeg i in.
(2007) populacji z Europy kontynentalnej — zaréwno populacje karlika malutkiego, jak
i drobnego cechuje niska warto§¢ Fst i pod tym wzgledem gatunki te nie roéznig sig
istotnie od siebie. Jednak, populacje obu tych gatunkéw nie sa panmiktyczne, co
potwierdzity rezultaty testu na zréznicowanie pod wzgledem frekwencji alleli (G-test)
zar6wno w trakcie niniejszego opracowania, jak i w przypadku badan Bryi i in. (2009),
w ktorych uzyskane wartoSci prawdopodobienstwa byly analogiczne (p <0,001).
Swiadcza o tym takze nie bardzo liczne, ale istotne statystycznie réznice miedzy
koloniami dla Fst i Rst. a takZze wyniki testu na autokorelacj¢ dystansu genetycznego
jako funkcji odleglosci geograficznej u obu gatunkéw oraz wykazana izolacja przez

dystans u karlika drobnego.

MIGRACIJE

W przypadku obu gatunkéw, zarbwno wyniki testu przypisania, jak i testu na
obecno$¢ migrantow w pierwszym pokoleniu, wskazuja na wysoki stopien
migracyjnosci i brak ograniczen co do kierunku migracji. By¢ moze tylko dla karlika
drobnego mozna pokusi¢ si¢ o stwierdzenie mniej intensywnej migracji (a takze

przeptywu genow) migdzy polozona najblizej Morza Battyckiego kolonia z Lubni
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a pozostatymi koloniami — testy przypisania wskazuja na maty udzial migrantow
(brak migrantow w pierwszym pokoleniu); ograniczony przeptyw genoéw potwierdza, ze
kolonig¢ ta w najwigkszej liczbie przypadkéw dzielit tez istotny statystycznie dystans
genetyczny od pozostatych kolonii (Tab. 12 i 14), a takze liczba unikatowych alleli byta
najwigksza spoéréd zaobserwowanych dla wszystkich kolonii. W wigkszosci kolonii
obu gatunkow (oczywiscie tych, w ktérych liczba osobnikéw nie byla mniejsza od
liczby kolonii) stwierdzono obecno$¢ imigrantéw ze wszystkich pozostatych kolonii
(Tab. 22 i 23). U karlika malutkiego (Tab. 22) liczba osobnikéw przypisanych do
kolonii, w ktdrej zostaly zlapane, dla wigkszych kolonii byta zblizona do polowy préby
(od 42% do 62%). Natomiast w przypadku karlika drobnego udziat takich osobnikéw,
z wyjatkiem kolonii z Lubni (60%), nie przekraczal 37%. Wigkszy udzial osobnikéw
przypisanych do kolonii, nie bedacej miejscem ich schwytania, u karlika drobnego
(57%) niz u karlika malutkiego (73%), wskazuje na bardziej migracyjny charakter tego
pierwszego gatunku w Polsce.

U obu gatunkéw warto$ci prawdopodobienstwa, z jakimi mozna bylo przypisac
osobniki do kolonii, czesto takze w przypadku przypisan do kolonii bgdacej miejscem
zlowienia, z reguly nie byly wysokie. Obrazuje to warto§¢ wskaznika jakosci
wynoszaca 27% dla karlika malutkiego 1 17% dla karlika drobnego. Wskazuje to na
prawdopodobny brak préb z prawdziwych populacji Zrédlowych dla badanych
osobnikow. Dodatkowo potwierdza to tez wynik testu dla migrantow w pierwszym
pokoleniu, gdzie przede wszystkim mamy do czynienia z pojedynczymi migracjami
i brakiem migracji krzyzowych. Wyjatek stanowi tutaj para kolonii z Lysomic i Krzyza
Wielkopolskiego, pomigdzy ktorymi prawdopodobnie istnieje intensywny przepltyw
osobnikéw. Warto$¢ testu przypisania to 15 imigrantéw (dwoéch w pierwszym
pokoleniu) z Eysomic do Krzyza i pigciu (dwoch w pierwszym pokoleniu) imigrantow
z Krzyza do Lysomic, przy czym procentowo wielko$¢ przeptywu migrantéw w obie
strony jest zblizona ze wzgledu na trzykrotnie wigksza probg z Krzyza
Wielkopolskiego. Hipotez¢ o migracji migdzy tymi koloniami potwierdzaja tez
obserwacje poczynione podczas pobierania prob od zwierzat z Lysomic — trzy
osobniki miaty zabliZznione $lady wygladajace jak po biopsji, a trzy miesiace wczesniej
pobierano proby w kolonii z Krzyza Wielkopolskiego. Jak juz wspomniano, kolonia
z Krzyza Wielkopolskiego byta kolonig zimowa, jest tez oddalona od kolonii z Eysomic
o niecale 180 km, wigc scenariusz, ze osobniki z tej kolonii przelecialty do kolonii

rozrodczej w Lysomicach, jest bardzo prawdopodobny. Uzyskane wyniki wskazuja
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takze na przemieszczanie si¢ osobnikow miedzy kolonig z Krzyza Wielkopolskiego
a koloniami z potudnia — 22% (Tab. 22) osobnikéw przypisanych do kolonii z Krzyza
pochodzito z kolonii ze Stolca.

Warto zwréci¢ uwage, ze duza konserwatywno$¢ testu na migrantow
w pierwszym pokoleniu (wymaga przypisania osobnika do innej grupy
z prawdopodobienstwem 0,99) moze sprawié, ze w przypadku niewielkich réznic we
frekwencji alleli migdzy koloniami jego wyniki moga by¢ zanizone — w takiej sytuacji
osobnik bedacy imigrantem niekoniecznie bedzie si¢ az tak znaczaco réznit od
pozostalych osobnikéw z kolonii. W populacjach obu gatunkéw frekwencje alleli we
wszystkich koloniach byly zblizone (Ryc. 3 i 4), $rednia liczba alleli unikatowych takze
nie byla wysoka. Podobienstwo badanych kolonii znalazto réwniez odbicie
w niewielkich warto$ciach dystansow genetycznych. Mozna zatem przypuszczaé, ze
otrzymane wyniki testu na migrantdéw w pierwszym pokoleniu sg niedoszacowane.

Liczba imigrantow w pierwszym pokoleniu byta zblizona u obu gatunkow — 14
osobnikow w populacji karlika malutkiego oraz 13 w populacji karlika drobnego.
Wynik ten nie wydaje si¢ by¢ zgodny z wnioskiem o wigkszej migracyjnosci karlika
drobnego, wysnutym na podstawie wynikow testu przypisania. Jednak w przypadku
karlika malutkiego jedna z kolonii (Krzyz Wielkopolski) byta kolonia zimowa, a nie
letnia, a jako taka przypuszczalnie stanowita zgromadzenie nietoperzy z réznych kolonii
macierzystych (tak jest np. u borowca wielkiego — Petit i Mayer 2000); réwniez
u karlika malutkiego kolonie zimowe sa z reguly znacznie liczniejsze niz letnie,
a odnotowywano kolonie liczace ponad 30 tysigcy osobnikéw (Nagy i Szant6 2003). To
wiasnie w kolonii z Krzyza Wielkopolskiego stwierdzono najwigksza grupg emigrantéw
z pierwszego pokolenia (Ryc. 13).

U raczej osiadlego nietoperza, podkowca duzego, Rhinolophus ferrumequinum
(Schreber, 1774), warto$ci Fst migdzy parami kolonii okre§lone na podstawie 6 loci
mikrosatelitarnych, miescily si¢ w zakresie <0,01-0,17 (odleglo$ci migdzy koloniami
do 75 km), a dla szerszego przedzialu odleglosci geograficznej (284-1898 km), dla
takiej samej liczby markeréw, zakres warto$ci wynidst <0,09-0,36 (Rossiter i in. 2000).
U migracyjnego nocka duzego zakres ten, oszacowany réwniez na podstawie 6 loci
mikrosatelitarnych zawieral si¢ migdzy <0,01-0,01 przy przedziale odleglosci
pomigdzy badanymi koloniami 130-580 km (Castella i in. 2000). Zakres warto$ci
uzyskany w niniejszym opracowaniu to <0,01-0,07 (dla przedzialu odleglosci 7420
km) w przypadku karlika malutkiego oraz <0,01-0,17 (50480 km) dla karlika
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drobnego. Zatem wyniki te wskazywalyby na posredni charakter migracyjnosci
karlikow w stosunku do wymienionych gatunkow nietoperzy — moze nie tak osiadly
jak u podkowca duzego (wartosci zblizone, ale dla szerszego przedziatu odlegtosci lub
nizsze, przy czym tutaj z kolei przedziat odleglosci dla podkowca byt nieco wigkszy),
ale tez nie tak migracyjny jak u nocka duzego (szczegélnie dla karlika drobnego
wartosci byly znacznie wyzsze). Warto jednak zauwazyé, ze po uwzglednieniu tylko
istotnych statystycznie wynikow Fst dla par kolonii zakres warto$ci dystansow migdzy
koloniami karlika malutkiego zmieniat si¢ na 0,01-0,03 (<0,01-0,02 po poprawce dla
alleli zerowych), a dla drobnego na <0,01-0,03 (0,01-0,02 po poprawce dla alleli
zerowych); zatem wyniki te sa znacznie bardziej zblizone do tych uzyskanych dla nocka
duzego (takze zaprezentowanych przez Bryje i in. (2009) dla karlikéw z Czech
i Stowacji). W polaczeniu z wynikami testu przypisania moze to wskazywaé na
migracyjny charakter obu gatunkéw w Polsce. Oczywiscie nie nalezy zapominaé, ze
sam zakres warto$ci Fst dla par kolonii niekoniecznie jest bardzo dobrym wskaznikiem
pozwalajacym wnioskowa¢ o migracyjnosci danego gatunku. Poza wspomnianym juz
czynnikiem losowym (widocznym chociazby w prezentowanych w niniejszej pracy
danych przy poréwnaniu zakresu istotnych kontra wszystkie wartosci Fst; porownaj tez
poprzedni podrozdzial — Fst calkowite) na warto$¢ odleglosci genetycznej migdzy
koloniami moze mie¢ wplyw nie tylko stopien migracyjnosci gatunku. Przyktadem tego
sa badania Burland i in. (1999) przeprowadzone na gacku brunatnym Plecotus auritus
— gatunku, u ktorego stwierdzono duzy stopien osiadtoéci, w tym filopatri¢ zarowno
samcOw, jak i samic (na podstawie obraczkowan i innych badan o charakterze
niemolekularnym), natomiast zakres dystansu genetycznego migdzy koloniami tego
gatunku, oddalonymi od siebie nie wigcej niz o 100 km, wynidst zalewie <0,01-0,05.
Nietoperze majq zlozony system zachowan rozrodczych i u osiadtych gackow
brunatnych do rozrodu moze dochodzi¢ w czasie rojen (Furmankiewicz i Altringham
2007), co zapewnia zwigkszony przeptyw genow.

Dodatkowy problem w ocenie stopnia migracyjno$ci stanowi, wspominana juz
wezesniej, mozliwos¢ zréznicowanej sktonnosci do dyspersji samic i samcow. Jest to
powszechne zjawisko u ssakéw (takze u wielu gatunkéw nietoperzy, gdzie czgsto
samice odznaczaja si¢ silniejsza filopatria od samcéw), jak réwniez i innych grup
zwierzat. Podczas analizy badanych préb udalo si¢ takze przypadkowo wykazaé
filopatrig jednej z samic. Byla to samica z kolonii z Przeworna, gdzie przeprowadzano

powtérne odlowy, poniewaz za pierwszym razem odlowiono tam zbyt malo nietoperzy.
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Jeden osobnik okazal si¢ identyczny pod wzgledem wszystkich analizowanych loci
w obu probach (oczywiscie proba ta zostala usunigta z dalszych analiz).

Ponadto w przypadku karlikéw wplyw na zréZnicowanie genetyczne moga mie¢
dwa zjawiska: wedrowki sezonowe oraz migracja miodych osobnikéw (np. z takich
powodow jak przegegszczenie w populacji, presja pasozytow i itp.). Kluczowym
pytaniem jest takze to, czy w czasie sezonowych wedrowek karlikow dochodzi do
przeptywu gendw — czy odbywaja si¢ one juz po godach. W pracy Bryi i in. (2009) te
dwie hipotezy potencjalnego przeptywu genéw (lub ich polaczenie, co wydaje sig
prawdopodobne) sa dyskutowane, ale autorzy nie dochodza do definitywnych
rozstrzygnig¢. Nie pozwalaja na to tez wyniki uzyskane w niniejszej pracy. Odpowiedzi
na te pytania nalezaloby szuka¢ w koloniach zimowych, ktére niestety sa malo znane
zarowno w Polsce (w przypadku karlika drobnego stwierdzenia byly sporadyczne
i dotyczyly pojedynczych osobnikéw), jak i w wielu innych czeSciach Europy
(Andéra i Handk 2002, Bryja i in. 2009). Liczba kolonii z okresu hibernacji moze takze
posrednio dostarczy¢ informacji o wystgpowaniu sezonowych migracji. Na podstawie
stwierdzen liczby zimowisk przyjmuje sig¢, ze w poludniowo-zachodniej Europie
wigkszo$¢ populacji karlikow jest osiadlych, a nietoperze przemieszczajq si¢ migdzy
koloniami letnimi i1 zimowymi na odleglo§¢ 10-50 km, natomiast w poéinocnej
i wschodniej czeSci zasiggu, gdzie zimy sa surowsze, gatunki te sa wedrowne
(Ciechanowski i Szkudlarek 2005). Na podstawie danych z obraczkowan Hutterer i in.
(2005) okreslili karlika malutkiego jako regionalnego migranta.

Wspomniany juz przyklad kolonii z Lysomic wskazuje na osiadly charakter
polskiej czegsci populacji karlika malutkiego, przy czym odnotowany dystans migdzy
kolonig letnia a zimowa byt nieco wigkszy niz wspomniany w poprzednim paragrafie
iwynosit 180 km. Zatem mozna przypuszczaé, ze dla badanej populacji karlika
malutkiego zrédiem zréznicowania genetycznego bedzie raczej migracja. Z kolei to, ze
tak rzadko 1 nielicznie odnotowuje si¢ hibernujace w Polsce karliki drobne
(Ciechanowski i Szkudlarek 2005), sktania do przypuszczen, ze zwierzeta z obszaru
Polski biorg udzial w sezonowych wedréwkach, co nie musi, ale moze mie¢ wplyw na
wigkszy przeplyw genéw i tym samym mniejsze zr6znicowanie genetyczne. To, ze
w tych samych warunkach klimatycznych karlik drobny miatby charakter wedrowny,
a malutki nie, moze by¢ uwarunkowane wielkoScia zwierzat — karlik drobny jest
gatunkiem o nieco mniejszych rozmiarach ciata. Z kolei mozna si¢ spodziewac, ze ze

wzgledu na wigksze wymagania Srodowiskowe (Davidson-Watts i in. 2006, Vaughan
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iin. 1997) karlik drobnego moze cechowa¢ mniejsza migracyjnos¢ samcoéw i/lub
silniejsza filopatria samic; co mogloby tlumaczy¢ stwierdzony brak (a nawet pewna
tendencje¢ do wyzszego zréznicowania genetycznego kolonii karlika drobnego) réznic

migdzy gatunkami.

STRUKTURA POPULACJI

U obu gatunkéw struktura jest stabo zaznaczona, ale dla zadnego z nich nie
mozna przyja¢ zalozenia o catkowitej panmiksji. U karlika malutkiego wprawdzie nie
wykazano istotnej izolacji przez dystans (uzyskane wyniki testu Mantela byly nieistotne
statystycznie), ale wyniki testu autokorelacji sugeruja istotna dodatnia korelacjg
dystansu genetycznego jako funkcji odleglosci dla klasy najmniejszych odleglosci
(0-100 km; Ryc. 11). Podobnie test na zréznicowanie kolonii pod wzgledem frekwencji
alleli oraz miary dystanséw genetycznych (Fst i Rgt) wskazaly na istnienie nieduzych,
ale istotnych réznic migdzy niektérymi z par kolonii (Tab. 9, 11, i 13). W populacji
karlika drobnego zaobserwowano istotng i stosunkowo wysoka (okoto 0,5) izolacje
przez dystans (dla réznych miar dystansu — Ryc. 5, 6 i 7), natomiast test autokorelacji
pozwolil na odrzucenie hipotezy o panmiksji — podobnie jak u karlika malutkiego
korelacja byla dodatnia dla klasy najmniejszych odleglosci (Ryc. 12). Test na
zroznicowanie kolonii pod wzgledem frekwencji alleli oraz miary dystanséw
genetycznych (Fst 1 Rgt) ujawnily istnienie istotnych réznic migdzy niektérymi z par
kolonii (Tab. 10, 12,1 14).

Ksztalt wykresu analizy autokorelacji dla obu gatunkéw jest bardzo zblizony
(Ryc. 11 1 12) 1 mozna go przypuszczalnie interpretowa¢ w nastgpujacy sposob:
dodatnia korelacja obserwowana dla najmniejszych klas odleglosci obrazuje wigksza
blisko$¢ genetyczng osobnikow z mato oddalonych od siebie kolonii. Nastgpnie dla
dwoch kolejnych klas intensywny przepltyw gendéw sprawia, ze struktura zaciera sig,
a wartoSci autokorelacji sa nawet nieco nizsze niz spodziewane dla modelu
panmiktycznego z 95% przedzialem ufnos$ci (co mozna tlumaczy¢ efektem dryfu
genetycznego). Z kolei przy najwigkszej klasie odleglosci intensywnos$¢ przeptywu
gendw nieco spada 1 warto$¢ autokorelacji ponownie wzrasta. Przypuszczalnie, gdyby
dysponowano probami z bardziej odleglych rejonéw geograficznych, wzrost ten
utrzymywalby si¢ az do uzyskania dodatnich wartosci autokorelacji. Taki model

odpowiada uzyskanemu we wspominanej juz pracy dotyczacej populacji wilka
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z poinocno-wschodniej Europy (Pilot 2005). W badaniach tych stwierdzono dodatnig
autokorelacjg dla najmniejszej i najwigkszej klasy odleglosci (przy czym skala badania
byta wigksza: od 300 km do 3200 km), podczas gdy dla klas posrednich korelacja byta
ujemna i populacja byla panmiktyczna. Wykazana dla populacji karlika drobnego
izolacja przez dystans prawdopodobnie jest wynikiem wlasnie tej malo-
1 wielkoskalowe;j struktury.

Struktura populacji karlika drobnego wydaje si¢ nieco bardziej zaznaczona niz
w przypadku karlika malutkiego (u pierwszego z gatunkéw wykazano izolacj¢ przez
dystans), pomimo wynikoéw testu przypisana $wiadczacych o wigkszej migracyjnosci
karlika drobnego. By¢ moze jednak problem stanowila tutaj wielko§¢ proby —
w przypadku karlika malutkiego byta to minimalna wielko$¢ proby wymagana dla testu
Mantela, a uzyskane wyniki nie wykluczaja izolacji przez dystans. Rzeczywiscie,
w pracy Racey’a i in. (2007) izolacja przez dystans wykazana zostata u obu gatunkow
karlikéw zar6wno dla prob pochodzacych tylko z Wielkiej Brytanii, jak i dla tych préb
wraz z probami z Europy kontynentalnej. Dla karlika malutkiego wspoétczynnik
korelacji migdzy zlinearyzowanym dystansem genetycznym a logarytmem odleglosci
geograficznej wynosit odpowiednio 0,3 (p < 0,01) i 0,16 (p <0,05), natomiast dla
karlika drobnego 0,23 (p < 0,001) 1 0,28 (p < 0,001). Zatem warto$¢ korelacji byta nieco
mniejsza dla karlika drobnego niz obserwowana w tej pracy (0,5). Z kolei w pracy Bryi
11n. (2009) nie potwierdzono izolacji przez dystans u badanych gatunkéw nietoperzy.

Wiyniki analiz PCoordA oraz SAMOVA, poszukujacych grup strukturalnych
w obrebie badanych kolonii, pokazaly, ze u obu gatunkéw mamy do czynienia ze stabo
zaznaczong struktura. Wyniki analizy gtéwnych wspélrzednych wskazuja jedynie na
podziat kolonii migdzy gatunkami (Ryc. 8, 9 i 10). Co ciekawe, pewna czg§¢ osobnikéw
jednego i drugiego gatunku nie zostala wilasciwie przypisana do swojego gatunku.
Moga one stanowi¢ interesujacy material do analizy zjawiska hybrydyzacji (proby
badania hybryd przy pomocy testu prazkéw po zastosowaniu enzymoéw restrykcyjnych
zostaly nawet podjete, ale z przyczyn metodologicznych nie powiodly sig).

W przypadku analizy SAMOVA podzialy na coraz to wigksza liczbe jednostek
prowadzilty do kolejnego wyodregbniania poszczegélnych kolonii; nawet kolonie
zlokalizowane w bezposrednim sasiedztwie, jak w przypadku karlika malutkiego
kolonie z Nowolesia, Przeworna i Stolca nie zostaly wylaczone w odrgbna grupe,
chociaz test autokorelacji pokazal, Ze dla klasy najmniejszych odlegtosci (0—100 km)

struktura nie jest losowa. Jedynie wzrost zr6znicowania wzgledem podzialu na gatunki
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migdzy koloniami po odlaczeniu kolonii z Nowolesia i Lubni, moze wskazywa¢ na
odregbny charakter tych kolonii, co w przypadku obu kolonii (szczegélnie wyraznie dla
Lubni) potwierdzaja warto$ci dystansoéw genetycznych migdzy koloniami oraz wyniki
testu na zroéznicowanie populacji (Tab. 9-14). Odrgbnos¢ kolonii z Lubni od
pozostatych kolonii karlika drobnego potwierdza takze brak stwierdzonych migrantow
w pierwszym pokoleniu, najwyzszy procent przypisanych osobnikéw do miejsca
zlowienia (60%) oraz najwyzsza stwierdzona frekwencja alleli unikatowych. Kolonia
z Lubni byla najbardziej wysunigta w kierunku potudniowym z badanych kolonii
karlika drobnego i najbardziej zblizona do Morza Baltyckiego (Ryc. 14). By¢ moze
wiasnie jej skrajna lokalizacja i blisko$¢ do potencjalnej bariery geograficznej sprawity,
ze przeptyw genoéw w jej kierunku byl ograniczony.

Analiza SAMOVA, podobnie jak PCoordA, jednoznacznie pokazala
migdzygatunkowy podzial badanych kolonii. Taki podzial zgodnie z przynaleznoscia
gatunkowa byl najlepszym (tzn. minimalizujacym wariancj¢ wewnatrz grupowa)
ze wskazanych przez procedur¢ SAMOVA. W zalezno$ci od zastosowanego rodzaju
analizy wariancji molekularnej (AMOVA Fsr-like lub ANOVA Rgr-like) zréznicowanie
migdzy gatunkami okre$lone zostalo odpowiednio na poziomie 4,5% i 18,9%. Tak
wysoki poziom rozbiezno$ci migdzy uzyskanymi rezultatami nie jest zaskakujacy:
przyktadowo w badaniach nad populacjami kanaryjki niebieskoplamej (Gallotia galloti)
z Wysp Kanaryjskich, opartych na pigciu dinukleotydowych markerach
mikrostatelitarnych, AMOVA Fsr-like wykazala 11,2% zréznicowania migdzy
populacjami z  poszczegélnych wysp, a AMOVA  Rgrlike 24,3%
(Richard i Thorpe 2001). Pozostaje dyskusyjnym, ktéra warto§¢ jest blizsza
rzeczywistej réznicy. W programie SAMOVA dla loci mikrosatelitarnych autorzy, jako
domyslna do analiz loci mikrosatelitarnych, stosuja metode AMOVA Rst-like
(Dupanloup i in. 2002). Niezaleznie od poziomu réznic wyniki obu analiz AMOVA
wskazuja jednak na wyrazny (istotny statystycznie) rozdzial migdzy badanymi
gatunkami kryptycznymi. Chociaz nawet, jesli stuszne jest przyjecie zalozenia o 18,9%
réznicy migdzy gatunkami, jak wida¢ chociazby na przykladzie wspomnianych badan
nad kanaryjka niebieskoplama, nie jest to rdznmica bardzo wysoka — taki poziom

zréznicowania moze dotyczy¢ jednego gatunku.
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EFEKTYWNA WIELKOSC POPULACJI

Migdzynarodowa Unia Ochrony Przyrody i Jej Zasobow (ICUN), jako jeden
z podstawowych wskaznikéw dla oceny statusu danego gatunku, wykorzystuje wielkos¢
populacji. Wielko$¢ populacji wplywa na wszelkie podstawowe cechy genetyki
populacji; dlatego tez jest jednym z glownych przedmiotéw zainteresowan genetyki
populacyjnej, przede wszystkim chodzi o liczbg¢ osobnikéw, ktéora wplywa na
zréznicowanie genetyczne danej populacji (bierze udzial w rozrodzie), czyli efektywna
wielko$¢ populacji (Ne). Warto$¢ tego parametru bedzie decydowaé o tym, w jakim
tempie zmniejszaé si¢ bedzie zmienno$¢ genetyczna pod wplywem dziatania losowych
zmian frekwencji alleli — dryfu genetycznego.

W pracy przegladowej Frankham (1995) podaje, Zze ograniczenie efektywnej
wielko$ci populacji z powodu wahan liczebnosci jest powszechnym zjawiskiem
w przypadku wielu taksonéw i szacuje je na 65%. Wahania cenzusowej wielkosci danej
populacji moga bardzo znaczaco wplyna¢ na efektywna wielko$¢ populacji, bo
odpowiada ona S$redniej harmonicznej z dotychczasowych cenzusowych wielkosci
populacji (Wright 1969). Dlatego tak wazne dla oceny statusu populacji jest
oszacowanie Ne oraz ocena, czy populacja nie przeszia przez gwaltowny spadek
liczebnosci, tzw. ,szyjke od butelki” — nawet z pozoru nie tak wielkie wahania
cenzusowej wielkosci populacji moga mie¢ duzy wplyw na obnizenie Ne. Warto
zauwazy¢, ze niedawny spadek liczebnosci nie znajdzie odbicia w wartosci
oszacowania Ne, ale przypadku populacji odbudowujacej liczebno$¢ po niedawnym
przejsciu przez ,,szyjke od butelki” wartos¢ Ne moze by¢ obniZona przez parg pokolen
(Waples 2006).

W przypadku kolonii obu kryptycznych gatunkéw stwierdzono w tescie
Wilcoxona istotny statystycznie nadmiar heterozygotycznosci (w tym przypadku jej
nadmiar w stosunku do liczby alleli; Cornuet i Luikart 1996), $wiadczacy o przejsciu
badanych kolonii przez ,szyjkg¢ od butelki”. W przypadku pigciu kolonii karlika
drobnego przejscie przez ,,szyjkg¢ od butelki” potwierdzil takze test na przesunigcie
ksztattu krzywej frekwencji alleli. Dla kolonii zgrupowanych jako cato$¢ efekt przejscia
przez ,szyjk¢ od butelki” byl mniej wyrazny, tzn. u obu gatunkéw dla danych
oryginalnych prawdopodobienstwo braku przejscia przez szyjke bylo wyzsze niz dla
poszczegolnych kolonii, ale pozwalajace na odrzucenie hipotezy zerowej, a dla danych

po poprawce na allele zerowe bylo ono wyzsze niz przyjety 5% poziom istotnosci. To,

http://rcin.org.pl 145



ze dla calosci populacji efekt przejscia przez ,,szyjke¢ od butelki” nie jest tak wyrazny,
jak dla poszczegblnych kolonii, nie wydaje si¢ zaskakujace. Mozna si¢ tutaj postuzy¢
analogia do modelu metapopulacji 1 wpltywu spadku liczebno$ci w poszczegdlnych
subpopulacjach na oszacowanie Ne dla calosci populacji. Jednak sam fakt stwierdzenia
skutkéw zalamania si¢ liczebnoSci we wszystkich badanych koloniach jest bardzo
zaskakujacy. Oba gatunki karlikow uwazane sa za pospolite i szeroko rozprzestrzenione
w Europie. Jako jedyne z gatunkéw nietoperzy zamieszkujacych Europg nie zostaly
zaliczone do gatunkéw Scisle chronionych 1 objetych II zalacznikiem Konwencji
Bernenskiej (Ciechanowski i Sachanowicz 2005, Hutson i in. 2001). Uwaza sig, Ze sa
w duzym stopniu synantropijne, a ich kryjowki zwiazane sa przede wszystkim
z siedzibami ludzkimi (Ciechanowski i Sachanowicz 2005). Nie powinny one by¢ tak
wrazliwe na deforestacje i fragmentacj¢ S$rodowiska, jak na przyklad zwiazany
z dziuplami starych drzew nocek Bechsteina. Tymczasem otrzymane rezultaty sa bardzo
zblizone do wynikéw badan nad koloniami nocka Bechsteina z Wielkiej Brytanii,
gatunku o wigkszych wymogach $rodowiskowych (Durrrant 1 in. 2008). Na siedem
badanych tam kolonii nocka dla szesSciu wykazano efekt ,szyjki od butelki” przy
zastosowaniu tej samej procedury obliczeniowej, co W niniejszej pracy
(efekt potwierdzilty wyniki testu Wilxocona, a dla czterech kolonii stwierdzono takze
przesunigcie ksztaltu krzywej obrazujacej frekwencje alleli). Podobnie jak
w prezentowanych przeze mnie badaniach stwierdzono takze dodatnie i podobne
warto$ci inbredu dla badanych kolonii. Oszacowany poziom prawdopodobienstwa
(od 0,002 do 0, 010) dla hipotezy o braku przejscia populacji przez ,,szyjke od butelki”
byt zblizony do przedstawionego w niniejszym opracowaniu (0,002 do 0,039; dla o§miu
kolonii p = 0,006).

Poza stwierdzeniem przejScia populacji przez gwaltowne zalamanie liczebnoSci,
interesujace jest takze stwierdzenie, kiedy to zjawisko mialo miejsce. W przypadku
wykorzystania do takich obliczen wysoko polimorficznych loci mikrosatelitarnych
przyjmuje sig, ze mamy do czynienia ze zjawiskami niedawnymi w skali ewolucyjnej
(Cornuet 1 Luikart 1996, Luikart i Cornuet 1998). Cornuet i Luikart (1996), na
podstawie modeli teoretycznych, ocenili, Ze przy zastosowaniu procedur z programu
Bottleneck dla populacji o efektywnej wielkosci 50 osobnikéw §lady przejscia przez
,»szyjke od butelki” beda widoczne po 25-250 pokoleniach. Stwierdzone zatamanie
liczebnosci moglo mie¢ zatem miejsce w XX wieku. Rzeczywiscie w polowie XX

wieku u wielu gatunkéw nietoperzy obserwowano spadek liczebnosci, a jako
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przypuszczalna przyczyng tego zjawiska podaje si¢ chemizacj¢ rolnictwa,
a w szczegllnosci stosowanie pestycydow. Spektakularnym przykladem moze byé
udokumentowany spadek liczebno$ci odnotowany w kolonii Tadarida brasiliensis
w Stanach Zjednoczonych, w ktorej liczebno$¢ nietoperzy spadla o 95%
(z 8,7 mIn do 218 tysigcy osobnikéw), co najprawdopodobniej bylo to spowodowane
zastosowaniem pestycydow na polach, bedacych zerowiskiem badanej kolonii
(Gelusoiin. 1976). Bardziej szczegélowe informacje na temat zatru¢ europejskich
gatunkéw nietoperzy pestycydami, a takze przypuszczalnie bardzo duzej wrazliwos$ci
karlika malutkiego na $rodki uzywane do konserwacji drewna mozna znalez¢ w pracach
Liiftla 1 in. (2005) oraz Shore’a i in. (1996). Spadek liczebnosci nietoperzy wiazany jest
takze z postgpujaca deforestacja i defragmentacja Srodowiska naturalnego (Mickleburgh
1 in. 2002, Mitchell-Jones i in. 1986, 1993, Russ i Montgomery 2002, Russo i in. 2002,
Stebbings 1995), przy czym akurat w przypadku obu gatunkéw karlikow, ktore czgsto
bytuja w siedzibach ludzkich, ten drugi czynnik nie wydaje sig az tak znaczacy.

W Swietle wynikow $wiadczacych o przejsciu kolonii badanych gatunkéw przez
drastyczne spadki liczebno$ci jeszcze ciekawszym zagadnieniem stalo si¢ oszacowanie
efektywnej wielko$ci populacji. Niestety uzyskane rezultaty nie byly jednoznaczne.
Wyniki, otrzymane przy zastosowaniu procedury obliczeniowej z programu
NeEstimator (Peel i in. 2004), bardzo rézniq si¢ od tych z programu LDNE
(Waples i Do 2008). W przypadku pierwszego z programéw oszacowane warto$ci
efektywnej wielkosci populacji byly podobne do spodziewanych dla poszczegdlnych
kolonii (tylko dwa oszacowania dla karlika drobnego byly nieokre$lone, bo gbérna
granicg przedzialu ufnoSci stanowila nieskonczonos$¢). Liczebnos$ci cenzusowe
badanych kolonii byly szacowane pobieznie, ale wigkszo$¢ z otrzymanych wartosci Ne
wydaje si¢ by¢ skorelowana zszacunkowymi cenzusowymi wielkosciami danych
kolonii — dla kolonii ocenionych jako mniejsze wartosci Ne byly nizsze, a dla
ocenionych jako wigksze wyzsze. Efektywne wielkosci populacji wydaja sig¢ zblizone
do cenzusowych — stosunek bliski jednosci odnotowano na podstawie badan
ekologicznych 1ibehawioralnych dla kolonii nocka Bechsteina w Niemczech
(Kerth i in. 2002b). Natomiast zaskakujac niska okazata si¢ warto$¢ oszacowania dla
populacji jako catosci. W przypadku karlika malutkiego bylo to 229 osobnikéw
(196,4; 257,6) dla oryginalnej proby i 243 (212,4; 282,5) dla préby z odtworzonymi
allelami zerowymi, a dla karlika drobnego odpowiednio: 115 (105,8; 1254) i 128
(118; 140,4). Wynik ten jest w zgodzie z uzyskanymi dowodami na przejscie badanych
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populacji karlikow przez ,,szyjke od butelki”, ale wydaje si¢ bardzo niski, szczeg6lnie
gdy wezmie si¢ pod uwageg spodziewana cenzusowa wielko$¢ populacji. Wielkos¢ ta
w przypadku badanych gatunkéw w Polsce nie jest wprawdzie znana, niemniej jednak
np. dla Wielkiej Brytanii (oszacowania na podstawie pigcioletniego monitoringu)
populacje karlika malutkiego oceniono na okolo 2-2,5 miliona osobnikéw, a karlika
drobnego 1-1,5 miliona (Bat Conservation Trust 2006, Battersby 2005). Uwzgledniajac
fakt, ze rozklad prob nie byl rownomierny (Ryc. 2) i ze przeprowadzone oszacowanie
nie dotyczylo catkowitego obszaru Polski oraz ze pod wzgledem demograficznym
populacje z Europy kontynentalnej moga si¢ rézni¢ od tej z Wielkiej Brytanii, i tak
wydaje sig, ze zalozenie o cenzusowej wielkosci populacji badanych gatunkéw rzedu
kilkuset tysigcy osobnikéw jest bardzo ostrozne. Oznaczaloby to, ze stosunek Ne do
cenzusowej wielkosci populacji wynosi okolo 102, co jest warto$cig bardzo niska, cho¢
odnotowywang juz w naturalnych populacjach (Hedrick 2005; poréwnaj takze:
Frankham 1995, Waples 2002) — spektakularnym przykladem moze by¢ malza
(Crassostrea gigas), u ktorej stosunek ten oszacowano na mniej niz 10° (Hedgecock
iin. 1992). Wiadomo, ze wyniki oszacowania Ne moga by¢ zanizone wéwczas, gdy
proba pobrana z populacji jest znaczaco nizsza niz wielko$¢ rzeczywistej efektywnej
wielko$ci (England i in. 2006, Waples 2008), co moze mie¢ miejsce w przypadku
przypuszczalnie tak licznie wystgpujacych zwierzat jak nietoperze. Na podstawie
symulacji komputerowych Waples (2008) stwierdzit, ze niedoszacowanie Ne wystgpuje
juz wtedy, gdy pobrana proba jest mniejsza niz dwukrotnos$¢ rzeczywistego Ne; gdy
proba jest mniejsza od Ne, blad staje si¢ znaczacy, a w przypadku, gdy préba stanowi
mniej niz 0,1 rzeczywistej Ne, uzyskany wynik moze juz stanowi¢ niewielki utamek
poszukiwanej wartoSci.

Chociaz oszacowana warto§¢ Ne dla badanych gatunkéw moze by¢ zaniZona,
warto zwroci¢ uwage, ze z badan nad populacjami karlikéw z Wielkiej Brytanii wynika,
ze na jednego karlika drobnego przypadaja $rednio dwa karliki malutkie i taka tez jest
proporcja uzyskanych w niniejszej pracy efektywnych wielkosci populacji.

Z kolei wyniki oszacowania przeprowadzonego w programie LDNE albo daty
wyniki negatywne, albo granica przedzialu ufnosci dla wyznaczonych wartosci byta
nieskonczono$é. Negatywny wynik oszacowania efektywnej wielkosci populacji moze
by interpretowany na dwa sposoby. W pierwszym przypadku mozna uzna¢, ze
otrzymang warto$¢ nalezy interpretowac jako nieskonczonos¢. To oznacza, ze Ne jest

liczba bardzo wysoka i nie ma zadnego dowodu, ktéry §wiadczylby o nierownowadze
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wywolane) przez dryf genetyczny, wynikajacy ze skonczonej liczby rodzicow.
W drugim przypadku taki wynik sugeruje blad wynikajacy z nielosowosci proby
(Waples i Do 2008). Uzyskane wyniki albo §wiadcza o bledzie metody, albo o tym, ze
efektywna wielko$¢ populacji jest bardzo wysoka. Co ciekawe, wyniki oszacowan Ne
przeprowadzone tymi samymi programami dla kolonii nocka Bechsteina
(Durrant i in. 2008) daly bardzo podobne rezultaty. Obie wymienione przyczyny
ujemnego oszacowania Ne wydaja si¢ prawdopodobne zaréwno w niniejszych
badaniach, jak i w tych dotyczacych populacji nocka Bechsteina. W obu przypadkach
spokrewnienie w probach przyjmowalo wartosci dodatnie, takze wskaznik wsobnosci
byt wysoki. Jesli natomiast stosunek Ne do cenzusowej wielkosci populacji jest bliski
jednosci, jak stwierdzono dla kolonii nocka Bechsteina z Niemiec (Kerth i in. 2002b), to
nawet dla oszacowan Ne dla poszczegélnych kolonii pobrane proby byly zbyt mate (jak
juz wspominano, dla prob mniejszych niz Ne blad staje si¢ znaczacy). Dodatkowo
Waples (2006) w odniesieniu do szacowania Ne na podstawie wysoce polimorficznych
sekwencji mikrosatelitarnych stwierdza, ze potrzebne jest przeprowadzenie dalszych
badan pordwnawczych, zeby oceni¢ ich przydatnos$¢ w takich oszacowaniach.

Kwestia oszacowan Ne jest tematem szeroko dyskutowanym w literaturze
i nadal wiele kwestii pozostaje spornych (Beaumont 2003, Berthier i in. 2002, England
iin. 2006, Tallmon i in. 2004, Tallmon i in. 2008, Waples 2008). Na podstawie
uzyskanych wynikow trudno wyciagnaé rozstrzygajace wnioski. Jednak stwierdzony
istotny efekt ,,szyjki od butelki” u obu badanych gatunkéw, a takze wysokie wskazniki
inbredu dla wielu z badanych kolonii sugeruja, Ze ocena statusu zagrozenia badanych
gatunkéw moze by¢ nazbyt optymistyczna. Niewatpliwie rysuje si¢ tutaj potrzeba
dalszych badan, tym bardziej, ze stosunek efektywnej i cenzusowej wartosci populacji
jest uznawany za bardzo istotny wskaznik dla zarzadzania zagrozonymi gatunkami
(Hedrick 2005). Wielu autoroéw jako dokladniejsza metode okreslania Ne podaje metode
oparta na szacowaniu zmian frekwencji alleli w probach pobieranych w kolejnych
sezonach rozrodczych, co najmniej dwukrotnie z danej populacji (Berthier 2002).
Niemniej jednak metoda ta, poza trudnosciami technicznymi, tez nie jest niestety wolna

od wad, np. jej wyniki moze zaburzy¢ imigracja (Beaumont 2003).
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WhiosKki

1.

Potwierdzono, przy zastosowaniu dwdch réznych metod molekularnych, obecnos$é

obu kryptycznych gatunkéw karlika — karlika malutkiego i drobnego w Polsce.

Wykazano duza zmienno$¢ genetyczna dla populacji karlikow malutkiego
i drobnego w Polsce — wartosci heterozygotycznosci obserwowanej wyniosty
odpowiednio: 0,67 i 0,68 (0,78 i 0,75 po uwzglednieniu poprawki dla alleli

zerowych).

Wykazano odchylenie od roéwnowagi Hardy’ego-Weineberga dla wigkszosci
(bez najmniej licznych) kolonii obu gatunkoéw, jak i dla kolonii potraktowanych

jako cato$¢ w obrebie gatunku.

U obu gatunkéw stwierdzono istnienie stabej, ale istotnej struktury populacji.

Dla karlika drobnego wykazano istnienie izolacji przez dystans.

Stwierdzono silny migracyjny charakter obu gatunkéw, bardziej zaznaczony
u karlika drobnego. Posrednio wykazano, ze migracjom tym towarzyszy przeptyw
genéw, o czym S$wiadcza niskie 1 czgsto nieistotne warto$ci dystansu
genetycznego pomigdzy koloniami oraz niska warto§¢ wskaznika utrwalenia (Fst)

dla catosci populacji.

Pod wzgledem indeksu utrwalenia, bogactwa allelicznego, wskaznika wsobnosci,
spokrewnienia oraz warto$ci heterozygotycznosci spodziewanej i obserwowane;j

gatunki nie r6znily si¢ od siebie istotnie.

We wszystkich badanych koloniach (o liczebnosci powyzej pigciu osobnikow)

obu gatunkow stwierdzono efekt przejscia przez ,,szyjke od butelki”.

U obu gatunkow we wszystkich koloniach stwierdzono dodatnie wartosci

wskaznika wsobnosci.
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10. Wykazano istnienie osiadlej kolonii (nie podejmujacej sezonowej wedrowki)

karlika malutkiego. Dystans migdzy kolonia zimowa a letnia wynosit 180 km.

11. Na podstawie markeréw genetycznych stwierdzono przypadek filopatrii u samicy

karlika malutkiego.

12. Analizy zmienno$ci molekularnej (AMOVA) oraz gléwnych wspotrzednych
(PCoordA), pomimo nakladajacych si¢ zakresow diugosci nukleotydowych
badanych markeréw dla obu kryptycznych gatunkéw, uwidocznily wyrazny

rozdziat miedzygatunkowy.
13. Pomimo wykazania, ze oba gatunki nie sa panmiktyczne nie wyodrebniono

zadnych wyzszych jednostek strukturalnych niz kolonie, a i pomigdzy koloniami

nie zawsze istnialy wyrazne podziaty.
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Zatacznik |
Wykaz stwierdzonych haplotypow

Haplotypy fragmentu (do 484 pz) cytochromu b karlika drobnego (H1-H9) i karlika
malutkiego (h1-hl11) — poréwnanie z sekwencjami z GeneBanku (oznaczonymi *;
o numerach odpowiednio: AJ504442.1, DQ120856.1, DQ120852.1, DQ120851.1).

k. drobny*
k. drobny*
H1

H2

H3

H4

HS5

H6

H7

H8

HY

k. malutki*
k. malutki*
hl

h2

h3

h4

hS5
hé
h7
h8

h9

h1l0
hll

k. drobny*
k. drobny*
H1

k. malutki*
k. malutki®

k. drobny*

k. drobny*

k. malutki®*
k. malutki®*

CCCCTAAT CAAAATTATTAACAGCTCAT TCATTG
CCCCTAAT  CAAAATTATTAACAGCTCAT TCATTG
CCCCTAATAACAAAATTATTAACAGCTCATGTCATTG
CCCCTAATAACAAAATTATTAACAGCTCATGTCATTG
CCCCTAATAACAAAATTATTAACAGCTCATGTCATTG
CCCCTAATAACAAAATTATTAACAGCTCATGTCATTG
CCCCTAATAACAAAATTATTAACAGCTCATGTCATTG
CCCCTAATAACAAAATTATTAACAGCTCATGTCATTG
CCCCTAATAACAAAATTATTAACAGCTCATGTCATTG
TCCCTAAT CAAAATTATTAACAGCTCATGTCATTG
CCCCTAATAACAAAATTATTAACAGCTCATGTCATTG
CCCCTGAT CAAAATCATCAATAACTCAT TCATTG
CCCC GATAA ACAATACTCACTAACTCATTGACTTG
CCCCTGATAACAAAATCATCAATAACTCATTGCATTGAATCTAGACCAGCTTT CAT
CCCCTGATAACAAAATCATCAATAACTCATTGCATTGGATCTA ACCAGCCTTTCAT
CCCC GATAA ACAATACTCACTAACTCATTGACTTG ATC G CC GCTTTT T

ACCTA
ACCTA
ACCTA
ACCTA
ACCTA
ACCTA
ACCTA
ACCTA
ACCTA
ACCTA
ACCTA

CCCCTGAT CAAAATCATCAATAACTCATT CATTG ATCTA
CATCAATAACTCATTGCATTG ATCTA

CCGTTACT
CCGTTACT
CCGTTACT
CGCTTACT
CG TTACT
CG TTACT
CC TTACT

CCGA TC CGr
CCAGCTC CAT
CCAGCTT CAT
CCAGCTC CAT
CCAGCTCT AT
CCAGCTT  CAT
CCAGCTT- CAT
CCAGCTT CAT

333993331314

CAGCATGATGGAATTTTGGA

CAGCATGATGGAATTTTGGA
CAGCATGATGGAATTTTGGA

CCAGCTT CATCCAAACATACTACAGCATGATGGAATTGTGGA
CCAGC T CCAT CAAACAT CT CAGCATGATGGAATTTTGGG
CCAGCTT  CATCCAAACATACTACAGCATGATGGAATTGIGGA

ACCAGCTCTCTAT

TCTGCCGAGACGTAAATTATG
TCTGCCGAGATGTAAATTATG
TCTGCCGAGATGTAAATTATG
TCTGCCGAGATGTAAATTATG
TCTGCCGAGATGTAAATTATG
TCTGCCGAGATGTAAATTATG
TCTGCCGAGATGTAAATTATG
TCTGCCGAGATGTAAATTATG
TCTGCCGAGATGTAAATTATG
TCTGCCGAGATGTAA TTATG
TCTGCCGAGATGTAAATTATG
TCTGTCGAGATGTGAATTACG

CACAGTCTGTCGAGATGTGAATTACG
CAC GTCTGTCGAGATGTGAATTACT
CACA TCTGTCGAGATGTGAATTACG
CACAGTCTGTCGAGATGTGAATTACG
CACA TCTGTCGAGATGTGAATTACG
CACAGTCTGTCGAGATGTGAATTACGTGATGAGITCTACGATA
CAC GTCTGTCGAGATGTGAATTAC TGATGAGTTCTACGATA
CACAGTCTGTCGAGATGTGAATTACG GATGAGITCTACGATA
CAC GTCTGTCGAGATGTGAATTACGTGATGAGTTCTACGATA
CCGTTACTGACCAGTCTGTCGAGATGTGAATTA GTGATGAGTTCTAAGATA
CCGTTACT CACAGTCTGTCGAGATGTGAATTACGTGATGAGTTCTACGATA
ATTCAGTACACCAGCCAAACCGTCCAGCCTCACGCTTACT CACAGTCTGTCCAGATGTGAATTACGTGATGAGTTCTACGATA

ATCTA CCAGCTC  CAT CAAACAT TT CAGCATGATGAAATTTTGGG
ATC G CC GCTTTT T AAA C T TT CAGCATGATGAAATTTTGGG
CAAACATTAT CAGCATGATGAAATTTTGGG

CAAACAT TT CAGCATGATGAAATTTTGGG

AAA C T TT CAGCATGATGAAATTTTGGG

CCAGCCT CCAT CAAACAT TT CAGCATGATGAAATTTTGGG
CCAGCTC CTAT CAAACAT TT CAGCATGATGAAATTTTGGG
CCAGCTCCTT T CAAACAT TT CAGCATGATGAAATTTTGGG
CCAGCTTT CAT CAAACAT TT CAGCATGATGAAATTTTGGG
CCAGCTCT TAT CAAACAT TT CAGCATGATGAAATTTTGGG
CCAGCTC CTAT AAACAT TT CAGCATGATGAAATTTTGGGG
CCAGCT CCAT CAAACAT TT CAGCATGATGAAATTTTGGGG

CAAACATTATCCAGCATGATGAAATTATAGGG

GATGAGICCTACGATA TCTAC
GATGAGTCCTACGATA TATAC
GATGAGTCCTACGATAGTCTAC
GATGAGTCCTACGATA TCTAC
GATGAGTCCTACGATAGTCTAC
GATGAGTCCTACGATA TCTAC
GATGAGICCTACGATA TATAC
GATGAGTCCTACGATA TCTAC
GATGAGTCCTACGATA TCTAC
GATGAGICCTACTATAGTCTAC
GATGAGTCCTACGATA TCTAC
GATGAGTITCTACGATA CCTAC
GATGAGITCTACGATA CCTAC
GATGAGTTCTACGATA CCTAC
GATGAGTTCTACGATA CCTAC
GATGAGTTCTACGATA CCTAC
GATGAGTTCTACGATA CCTAC
CCTAC
CCTAC
CCTAC
CCTAC
CTAGC
CCTAC
CCTAC

C CTACT
C CTACT
CACT.
C CTACT
GACT
C CTACT
CACT.
C CTACT

TATT
TATT
TATTG
TATTG
TATTG
TATTG
TATTG
TATT
TAT G

HHaHAEaEaEaAN

:
i
:

TATTC
TATTC

TAAAGA AACCTGAA
TAAAGA AACCTGAA
TAAAGAGAACCTGAA
TAAAGA AACCTGAA
TAAAGAAAACCTGAA
TAAAGA AACCTGAA
TAAAGAAAACCTGAC
TAAAGA AACCTGAA
TAAAGA AACCTGAA
TAAAGAAARACCTAGA

AAAGA AACCTGAA
TATTAGAAACCTGAA

it

nnoo

HHHEEEEaEEN
Sﬂﬁg

i

TAT A TAAAGAAACCCTGAA
TATTACAAA GA AACCTGAA
TATTC TATTAGAAACCTGAA

ATATAG GAGTTATT TTACT
ATATAG GAGTTATT TTACT
ATATAGTGAGTTATGATTACT
ATATAG GAGTTATTATTACT
ATATAGTGAGTTATGATTACT
ATATAG GAGTTATGAT ACT
ATATAGTGAGTTATGAT ACT
ATATAG GAGTTAT ATTACT
ATATA TGAGTTATGATTACT

ACATAG GAGTTATT TTACT
ACATAGTGAGTTATTATTACT
ACATA TGAGTTATGATAACT
ACATAG GAGTTATT TTACT
ACATAGTGAGTTATTATTACT

ATT CGCTG
ATT CGCTG
ATGATGCTG
ATG CGCTG
ATGATGCTG
ATGACGCTG
ATGATGCTG
ATT CGCTG
ATGATGCTG

TAATA
TAATA
TAATA
TAATA
TAATA
TAATA

882888888

TTCAT
TTCAT
TTCAT
TTCAT
TTCAT
TTCAT
TTCAT
TTCAT
TTCAT

GCC TTCAT
GCC- TTCAT

GCCGTTCATTAA
GCC TTCAT
GCC TTCAT

TATTA TAAAGAAAACCTGAAACATAATGAGTTATGATTACTGATGGTGCTG TGATA GCGACAG CCGTTCAT - A
TAT A TAAAGAAA CCTGATAACATA TGAGTTATGATTACT ATGGTGCTGATGATA GCGACAG CC TTCAT
TATTC AAAGAGAACCTGAA ACATAATGAGTTATGATCACT ATGGTGCTGATGATACGCGATGATGCCGTTCATTAA
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ACTGTATTA TAAAGAAAACCTGAA ACATAATGAGTTATGATTACT ATGGTGCTGATGATA GCGACAG CC TTCAT
ACT TATTA TAAAGAAAACCTGAA ACATAATGAGTTATGATTACT ATGGTGCTGATGATA GCGACAG CC TTCAT
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