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STRESZCZENIE

Celem pracy byla analiza zr6Znicowania genetycznego gackéw brunatnych,
Plecotus auritus (Linnaeus, 1758), w Polsce, przeprowadzona na podstawie markera
molekularnego, ktory jest dziedziczony w linii zenskiej. Zbadano réwniez stopien
przeplywu genéw oraz wplyw czynnikow historycznych na genetyczng strukture
populacji. Stopienn zmiennosci genetycznej oszacowany zostal na podstawie sekwencji
pierwszej domeny superzmiennej regionu kontrolnego (HVI) mitochondrialnego DNA
o dtugosci 343 par zasad, dla 398 osobnikéw. Stwierdzono 120 haplotypdw, a uzyskane
zréznicowanie haplotypowe (0.976 + 0.002) bylo wysokie. Znaczna liczba haplotypow
byla unikatowa dla danej lokalizacji; stanowily one 76,6% (92 haplotypy) wszystkich
stwierdzonych haplotypéw. Analiza genetycznej struktury populacji wykazala znaczne
zrdznicowanie genetyczne w populacji Fsr= 0,39. Takze test Mantela wykazal dodatnig
korelacj¢ migdzy dystansami genetycznym a geograficznym, co jest zgodne z modelem
izolacji przez dystans. Ponadto uzyskano silnie ograniczony przeplyw gendw zwiazany
z bardzo malg liczba migrujacych samic. Analizy filogenetyczne wskazaly podzial na
dwa podstawowe klady. Dla obu z nich jak i dla calej badanej populacji test
neutralnosci Fs wykazal istotne statystycznie odstgpstwa (w kierunku ujemnym) od
teorii neutralnosci Kimury; taki wynik jest charakterystyczny dla zjawisk ekspansji. Jest
on réowniez zgodny z wynikiem analizy rozkladu réznic nukleotydowych, takze
potwierdzajacym przejscie ..polskiej” populacja gackéw brunatnych przez proces
ekspansji. Topologia uzyskanych drzew filogenetycznych, w polaczeniu z wynikami
testow neutralnosci, moze $wiadczy¢ o postglacjalnej kolonizacji obszaru Polski przez
dwie odrgbne linie ewolucyjne.

Przeprowadzone badania wskazuja na niezwykle istotna rol¢ obszaru Polski, nie
tylko z wuwagi na bogactwo przyrodnicze, lecz réwniez pod wzgledem
biogeograficznym, w aspekcie proceséw kolonizacyjnych i ewolucyjnych gacka
brunatnego. Uzyskane wyniki, poza ocena struktury genetycznej oraz potwierdzeniem
niskiej migracyjnosci samic, wskazaly dwie odr¢bne jednostki wazne ewolucyjnie
(ESU). Gatunek ten jest uwazany za jeden z najpospolitszych w Europie jednak w
$wietle otrzymanych wynikow, strategia jego ochrony powinna bra¢ pod uwage

wyznaczone haplogrupy.
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WSTEP

Populacj¢ mozna rozumie¢ jako grupe organizmoéw tego samego gatunku
zajmujacych okre§lony obszar w tym samym czasie (Wilson, 1992) oraz
rozmnazajacych si¢ migdzy sobg (Ayala, 1982). Populacja jest ukladem dynamicznym
zmieniajacym si¢ w czasie i1 przestrzeni. Jedna z dziedzin badajacych zjawiska
zachodzace w populacjach jest genetyka populacyjna, ktéra skupia si¢ m.in. na
czynnikach determinujacych dobér naturalny, dryfie genetycznym, rekombinacjach,

mutacjach oraz przeplywie genéw (Halliburton, 2004).

Zréznicowanie genetyczne moze by¢ badane na réznych poziomach organizacji
przestrzennej. Oprocz zréznicowania genetycznego migdzy lokalnymi populacjami,
moze by¢ ono wykazywane w szerszej skali geograficznej np. migdzy krainami
geograficznymi. Pewien poziom migdzypopulacyjnego zréznicowania genetycznego
obserwuje si¢ u prawie wszystkich gatunkéw (poza gatunkami rzadkimi i zagrozonymi

wymarciem) (Freeland, 2005).

Gléwnymi czynnikami wplywajagcymi na ksztaltowanie si¢ struktury
genetycznej sq: migracje, losowe efekty dryfu genetycznego, dobor naturalny,
dywergencja, rekombinacja genetyczna zwigzana z systemem kojarzen, przestrzenna
struktura Srodowisk i izolacja przez dystans (Avise, 2004). Poszczegdlne czynniki
biologiczne w ré6znym stopniu moga wplywac na stopien zréznicowania genetycznego
w zalezno$cei od gatunku. W przypadku zwierzat, czynnikiem decydujacym o stopniu
zroznicowania populacji moze by¢ mobilno$¢ danego gatunku (Ward i in., 1992).
Organizmy o duzych mozliwosciach dyspersyjnych zazwyczaj wykazuja mniejszy
stopien zréznicowania genetycznego niz gatunki bardziej osiadle (Bohonak, 1999),
gdyz wysoka mobilnos¢ powinna by¢ zwiazana z intensywniejszq migracjq i
przeplywem genéw. Dodatkowo u wielu gatunkéw intensywnos¢ przeptywu genow jest
odwrotnie proporcjonalna do odleglosci geograficznej. Zjawisko to okresla si¢ mianem
izolacji przez dystans, a zwiazane jest to z faktem, ze osobniki czg¢sciej migruja do
miejsc polozonych blizej lokalizacji pierwotnej (np. Avise, 2004). W analizach
dotyczacych przeplywu genéw niezwykle istotng rolg spelnia identyfikacja barier

ograniczajacych migracje. Bariery takie moga stanowi¢ lokalne uksztaltowania terenu,
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typu: lancuchy gorskie, zbiorniki wodne oraz fragmentacja $rodowiska (Freeland,
2005). Oprécz migracyjnosci na rozmieszczenie gatunku i zréZnicowanie genetyczne,
istotny wplyw moga mie¢ rowniez czynniki historyczne. Procesy historyczne majace
miejsce w przesztosci wplywaja nie tylko na geograficzne rozmieszczenie populacji, ale
réwniez na zaleznosci filogenetyczne (Avise, 2004). Procesy mikroewolucyjne maja
Scisty zwiazek z procesami demograficznymi zachodzacymi w populacjach. Analiza
wplywu czynnikéw historycznych na aktualng struktur¢ genetyczna pozwala na
zrozumienie istniejacego zréznicowania genetycznego w populacji.

Pod wzgledem badan dotyczacych zréznicowania genetycznego, rzad nietoperzy
(Chiroptera) wydaje si¢ by¢ wyjatkowo interesujaca grupa zwierzat. Wiele cech takich
jak: zdolnos¢ aktywnego lotu, echolokacja, nocny tryb zycia czy hibernacja swiadcezy o
niezwykle ciekawej ewolucji przedstawicieli tego rzedu. Dodatkowym aspektem jest
bardzo wysoka réznorodno$é¢ biologiczna oraz bogactwo gatunkéw [nietoperze sa
najliczniejszym, zaraz po gryzoniach, rzedem ssakoéw; znanych jest ponad 1100
gatunkoéw (Simmons, 2005)].

Badania molekularne mogg dotyczy¢ réznych aspektow ekologii nietoperzy, a
wykorzystanie réznych markeréw genetycznych daje mozliwo$¢ analiz na réznych
poziomach struktury przestrzennej populacji. Dodatkowo mozliwa jest réwniez
identyfikacja gatunkow kryptycznych, ktére w obrebie nietoperzy wecale nie naleza do
rzadkosci, np. pary karlikdbw malutkiego (Pipistrellus pipistrellus) i drobnego
(Pipistrellus pygmaeus) (Barratt i in., 1997), nockow Alkathoe (Myotis alcathoe) i
wasatka (Myotis mystacinus) (Helversen i in., 2001), gackéw alpejskiego (Plecotus
macrobullaris) i balkanskiego (Plecotus kolombatovici) (Kiefer i in., 2002). Rozwdj
technik molekularnych daje mozliwos¢ wgladu w zréznicowanie genetyczne wybranych
populacji, migracj¢ oraz filogeografie.

W badaniach populacyjnych ssakow zazwyczaj stosuje si¢ dwa typy markerow:
jadrowe (dziedzicza si¢ po obu rodzicach) i mitochondrialne (dziedziczone tylko w linii
zenskiej). Markery mikrosatelitarne (jadrowe), charakteryzujace si¢ bardzo szybkim
tempem ewolucji, pozwalaja na przeprowadzanie analiz na poziomie populacyjnym i
osobniczym, jak w przypadku nietoperzy z rodzaju Cynopterus (Campbell i in., 2006),
Campbell i in. (2006) np. wykazali brak istotnego zréznicowania genetycznego u C.
brachyotis cho¢ dane obserwacyjne wskazywaly na brak intensywnych przelotow
pomiedzy badanymi populacjami. Hipoteza wyjasniajaca brak tego zréznicowania

opiera si¢ na zalozeniu, ze czas jaki uplynal od wylesienia obszaru i fragmentacji
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badanych siedlisk jest zbyt krotki, aby zachodzace mutacje réznicujace poszczegdlne
populacje zdazyly si¢ utrwali¢. Rowniez czgsto stosowane w badaniach populacyjnych
sa markery mitochondrialne. Zaleta genomu mitochondrialnego jest szybkie tempo
mutacji (okolo 10 razy szybsze niz genomu jadrowego), brak intronéw, oraz
konserwatywno$¢ wielu fragmentéw, co daje mozliwos¢ amplifikacji przy
wykorzystaniu uniwersalnych starteréw do lancuchowej reakcji polimerazy (PCR).
Salgueiro i in. (2004), na podstawie sekwencji regionu kontrolnego mitochondrialnego
DNA, analizowali strukture¢ genetyczng u borowca azorskiego (Nyctalus azoreum) na
wyspach archipelagu Azory. Caly rodzaj Nyctalus jest zaliczany do grupy nietoperzy
migrujacych. Jednak w przypadku endemicznego N. azoreum nie zaobserwowano
migracji sezonowych. Salgueiro i in. (2004) wykazali, ze polowa stwierdzonych
haplotypéw byla unikatowych dla poszczegdlnych wysp, a przeptyw genéw w obrgbie
archipelagu byl bardzo ograniczony.

W zwiazku z mozliwoscig aktywnego lotu i duzg mobilnoscia nietoperzy mozna
by oczekiwa¢ stabo zarysowanej struktury genetycznej. Migracyjnos¢, ktéra ma
glownie wplyw na stopien zréznicowania genetycznego, u tej grupy zwierzat jest jednak
zroznicowana w zaleznosci od gatunku. Badania z uzyciem technik obraczkowania
wykazaly, ze niektére gatunki nietoperzy z rodzajow Nyctalus czy Pipistrellus moga
migrowa¢ nawet kilka tysigcy kilometréw pomigdzy koloniami letnimi a zimowiskami
(np. Petersons, 2004; Hutterer i in., 2005). Natomiast u gatunkéw osiadtych lub
migrujacych fakultatywnie przeloty ograniczaja si¢ do znacznie krétszych dystansow.
Sezonowe przeloty u nocka rudego (Myotis daubentonii) $rednio wynosza 100-150 km
(Hutterer i in., 2005). Najdluzszy znany przelot u tego gatunku to 304 km (Steffens i in.,
2005).

Petit i Mayer (1999) badali poziom zréZnicowania genetycznego migdzy 13
koloniami letnimi borowca wielkiego (Nyctalus noctula). Na podstawie analizy o$miu
marker6w mikrosatelitarnych uzyskali bardzo niska warto$¢ indeksu utrwalenia (Fsr =
0,05) pomiedzy badanymi koloniami. Swiadczy to o bardzo intensywnym przeplywie
genéw u tego gatunku. Jednak wiele czynnikéw takich jak: bariery geograficzne,
czynniki historyczne czy S$rodowiskowe wplywaja na ksztaltowanie si¢ struktury
genetycznej oraz ograniczenia przeplywu gendéw migdzy populacjami. Ci sami autorzy
(Petit i Mayer, 2000) zauwazyli, ze kolonie borowca wielkiego z pdinocnej czescei
Europy sa czgsciowo izolowane od pozostatych badanych populacji z poludniowej i

zachodniej cze$ci kontynentu. Wynik ten jest zaskakujacy. ze wzgledu na wysoka
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migracyjno$¢ tego gatunku. Autorzy sugeruja, ze lokalne warunki $rodowiskowe
sprzyjaja intensywnemu rozwojowi populacji co prowadzi do utrwalenia efektu
zalozyciela.

Ngamprasertwong i in. (2008) przeprowadzili analiz¢ na podstawie sieci
haplotypéw mitochondrialnych marker6w molekularnych u nocka rudego. Autorzy ci
wykazali silnie ograniczony przeplyw gendéw zwigzany z bariera geograficzng, ktora
stanowily pasma gorskie na obszarze Szkocji. Stwierdzono réwniez wystgpowanie
dwoch kladow, co tlumaczone bylo efektem rekolonizacji badanego obszaru z dwoch
réznych refugiow polodowcowych. Bariere geograficzna w postaci Alp zaobserwowano
takze dla nockow duzych (Myotis myotis) (Castella i in., 2001; patrz takze Bogdanowicz
i in., 2009). Alpy stanowily barier¢ geograficzng w procesie kolonizacji Europy z
refugium apeninskiego, podczas gdy centralng Europg kolonizowaly nocki duze z kilku
innych refugiow (Bogdanowicz i in., 2009). Z kolei Kerth i Petit (2005) sugerowali
wplyw fragmentacji terendw lesnych na struktur¢ genetyczng nocka Bechsteina (Myotis
bechsteinii) na terenie Niemiec, Szwajcarii i Bulgarii. Wyniki otrzymane przez tych
autor6w byly zgodne z modelem izolacji przez dystans w przypadku markerow
autosomalnych. Jednak dla sekwencji mitochondrialnego DNA te same analizy tylko w
jednym z trzech analizowanych regionéw daty podobny jak wyzej wynik. Wyjasnienie
uzyskanego zréznicowania genetycznego w tym przypadku skupia si¢ na fragmentacji
$rodowiska. Mniejsze znaczenie wydaje si¢ mig¢ dystans geograficzny. Wplyw bariery
geograficznej na struktur¢ genetyczna mozna zaobserwowaé rowniez w przypadku
archipelagobw. Weyeneth (2008), na podstawie sekwencji cytochromu b, analizowat
strukture genetyczng nietoperzy z rodzaju Miniopterus na wyspach archipelagu
Komoroéw. Autor ten wykazal silng strukture genetyczna (@sr = 0,251) pomigdzy
dwoma wyspami. Stwierdzone haplotypy byly unikatowe dla obu miejsc, pomimo dos$¢
malej odlegltosci (80 km) pomigdzy wyspami.

Bardzo ciekawym zagadnieniem jest zjawisko rozbieznosci zachowan tego
samego gatunku w roznych srodowiskach przyrodniczych. Odmienne uwarunkowania
srodowiskowe w rozny sposob moga wptywac na behawior osobnikéw, a w efekcie na
ksztattowanie struktury genetycznej populacji. U karlika malutkiego i karlika drobnego
zaobserwowano bardzo male zréznicowanie genetyczne migdzy koloniami na terenie
Czech, co autorzy powigzali z bardzo intensywnym przeplywem genéw (Bryja i in.,
2009). Jednak Racey i in. (2007) u tych samych gatunkéw zaobserwowali znacznie

ograniczony przeptyw genéw pomigdzy koloniami w Wielkiej Brytanii. Stabo
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zaznaczona struktura genetyczna w kontynentalnej Europie tlumaczona jest
sezonowymi przelotami na dlugich dystansach do miejsc hibernacji, w ktérych maja
miejsce kopulacje (Parsons i Jones, 2003; Veith i in., 2004). Zimowiska, skupiajace
kilka tysigcy osobnikow, znane sa w Europie (Nagy i Szanto, 2003). Druga hipoteza
wyjasniajaca brak struktury genetycznej jest migracja mlodych samcéw z kolonii
rozrodczych (u wielu gatunkéw nietoperzy znana jest silna filopatria samic i znacznie
wigksza migracyjno$¢ samcoé6w). Réznice zachowan karlikéw w Europie i Wielkiej
Brytanii potwierdzaja wyniki zarejestrowanych maksymalnych przelotow (Wielka
Brytania, 69 km — Avery, 1991, Europa kontynentalna, 1123 km — Benda i in., 2003).
Zroéznicowane zachowania si¢ przedstawicieli tego samego gatunku w odmiennych
regionach geograficznych znane sq roéwniez u borowiaczka (Nyctalus leisleri) (Shiel i
Fairley, 1999; Ruczynski i Bogdanowicz, 2005).

Niezwykle istotny wplyw na poziom zréznicowania genetycznego ma rowniez
system zachowan rozrodczych. Jest on bardzo zlozony u tej grupy zwierzat. U
nietoperzy wystgpujacych w  klimacie umiarkowanym gléwnym czynnikiem
determinujacym tryb Zycia sa zmieniajace si¢ pory roku. Latem nietoperze sg aktywne,
natomiast zimg zapadaja w stan hibernacji. Temperatura ciata ulega wtedy obnizZeniu, a
metabolizm spowolnieniu. Taki tryb zycia jest gldbwnym czynnikiem wplywajacym na
sposob rozrodu, a takze na dlugo$¢ zycia. W poréwnaniu do zwierzat o podobnych
rozmiarach nietoperze zyja znacznie diuzej. W Polsce opisano osobnika podkowca
matego (Rhinolophus hipposideros), ktérego wiek wynosit 21 lat (Harmata, 1981);
Swiatowy rekord to 41 lat u nocka Brandta (Myotis brandtii — Podlutsky i in., 2005).
Wigkszos¢ gatunkow nietoperzy zyjacych w Polsce przyst¢puje do rozrodu w drugim
roku zycia. Kopulacje majq miejsce zazwyczaj jesienia badZ zima. Owulacja jednak
nastgpuje dopiero wiosng, do tego czasu nasienie przetrzymywane jest w drogach
rodnych samic. Zaplodnienie, a nast¢pnie cigza zachodza wiosna i latem. Samica rodzi
najczesciej jedno mlode w czerwcu badz w lipcu. W tym okresie samice skupiaja si¢ w
koloniach rozrodczych. Grupy, ktore tworza, moga sklada¢ si¢ z kilku, nawet do
kilkuset osobnikéw. Kolonie letnie skladajg si¢ gldownie z samic tego samego gatunku,
ale zdarzaja si¢ rowniez kolonie mieszane. W okresie letnim widoczna jest réznica
zachowan osobnikoéw roznej plei. Samice z mlodymi skupione sa w koloniach
grupach kawalerskich. Zima, kiedy baza pokarmowa jest bardzo uboga, osobniki obu

plci migruja do miejsc hibernacji (gtéwnie jaskin, sztolni i kopalin) zapewniajacych
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stabilng temperatur¢ (Altringham, 1996). Na cykl zyciowy nietoperzy, oprocz
sezonowych wedrowek migdzy letnimi koloniami rozrodczymi a miejscami hibernacji,
duzy wplyw ma réwniez ich aktywnos¢ wiosna i jesienia. Gdy miode osobniki uzyskuja
samodzielno$¢ kolonie rozrodcze ulegaja rozproszeniu. PoZnym latem i jesienia,
nietoperze gromadza si¢ w duze grupy (setki osobnikéw) przy otworach jaskin. Ich
aktywno$¢ nocna w tym czasie polega glownie na krazeniu w locie — zachowanie to
okreslane jest jako rojenie. Rola tego zjawiska nie jest zupelnie jasna, prawdopodobnie
ma ono zwigzek z zachowaniami godowymi (Fenton, 1969; Rivers i in., 2005;
Furmankiewicz i Altringham 2007), przekazywaniem przez doroste osobniki mlodym
informacji o rozmieszczeniu kryjowek zimowych, badZz wykorzystaniem jaskin jako
schronien tymczasowych (Fenton, 1969). Tak skomplikowany i zréznicowany pod
wzgledem plci system zachowan rozrodczych, wiaze si¢ z réznym stopniem
zroznicowania genetycznego u samic i samcOw tego samego gatunku. Kerth i in.
(2000), analizujac struktur¢ genetyczng nockéw Bechsteina (badania na probie 268
samic z 10 kolonii letnich oraz 20 samcach zasiedlajacych ptasie budki), stwierdzili
bardzo silng filopatri¢ samic. Autorzy oszacowali tempo migracji pomiedzy koloniami
na zaledwie jedna samic¢ na pig¢ pokolen. Haplotypy stwierdzone dla samcéw oraz ich
rozmieszczenie, wskazywaly na przemieszczanie si¢ tych osobnikow w obrebie calego
obszaru objetego badaniami. Z kolei w pracach z wykorzystaniem zar6wno marker6w
mitochondrialnego DNA jak i mikrosatelitarnych potwierdzono silng filopatri¢ samic
tego gatunku oraz duza migracyjno$¢ samcéw (Kerth i in., 2002). Podobne wyniki
uzyskano w przypadku nockéw duzych (Myotis myotis), dla ktoérych zréznicowanie
genetyczne dla markeréw mitochondrialnych byto wysokie i wynosito @sr = 0,54, zas w
przypadku markeréw mikrosatelitarnych struktura genetyczna byla bardzo stabo
zarysowana, a uzyskany wynik Fsr = 0,022 $wiadczyl o intensywnym przeplywie
genoéw pomiedzy badanymi regionami (Castella i in., 2001).

Gacki brunatne, Plecotus auritus (Linnaeus, 1758), to nietoperze S$redniej
wielkosci, a cecha charakterystyczng tego rodzaju sa bardzo duze uszy siggajace %
dlugosci ciata. Sa to jedne z bardziej pospolitych gatunkéw nietoperzy w naszym kraju.
Wystepuja w calej Polsce, zazwyczaj w lasach badz w ich poblizu, tworzac kolonie na
strychach budynkéw lub w skrzynkach dla nietoperzy. Unikajg terenow zabudowanych,
zwlaszcza duzych miast, moga jednak zasiedla¢ obrzeza aglomeracji badz parki. Lot
gackow charakteryzuje si¢ bardzo duzg zwrotno$cia i zawisaniem w powietrzu; jest to

przystosowanie do zerowania w ograniczonej przestrzeni np. wsréd krzewow.
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Morfologia skrzydel decyduje tym, Ze gatunek nie wykonuje lotéw na dhlugich
dystansach. Maksymalny dystans zarejestrowany w Niemczech pomig¢dzy letnia a
zimowa kryjéwka wynosit 71 km (dla samca) i 29 km (dla samicy). Wigkszo$¢
przelotow odbywa si¢ jednak na odleglosci krotsze niz 30 km (Steffens i in., 2005).
Gacki brunatne sg nietoperzami osiadlymi i przez caly rok wystepuja w tej samej
okolicy. Kolonie rozrodcze formowane sg w kwietniu, a wigkszo$¢ z nich wykorzystuje
te same kryjowki letnie z roku na rok (np. Entwistle i in., 2000). Na jesieni kolonie
rozrodcze rozpraszaja si¢. Gacki moga zimowa¢ w sztolniach, jaskiniach, studniach,
jednak najbardziej preferuja przydomowe piwnice. Miejsca hibernacji musza zapewniac
stabilng temperatur¢ w przedziale 4-7°C. Gatunek ten jest odporny na niska
temperature, wytrzymuje krotkotrwale spadki do -8°C (Sachanowicz i Ciechanowski,

2005).

Istnieje kilka metod pozwalajacych na zbadania przeplywu genéw pomiedzy
populacjami czy koloniami nietoperzy. Metody posrednie, takie jak obraczkowanie,
posiadajg jednak wiele ograniczen. Praktycznie nie ma mozliwosci odlowienia
wszystkich zwierzat z danej kolonii rozrodczej. Wiele osobnikéw pozostaje ukrytych w
szczelinach, czgsto sa one niewidoczne i niedostgpne dla badaczy. Nie ma réwniez
mozliwosci obserwacji wszystkich zachowan rozrodczych, ktére maja miejsce jesieniq i
zimg (gdy kolonie rozrodcze sa rozproszone). Badania molekularne z wykorzystaniem
réznych markeréw genetycznych pozwalaja na bezposredni wglad w przeptyw genow
pomigdzy populacjami czy koloniami. Dotychczas prowadzone badania molekularne
dotyczace struktury genetycznej gackow brunatnych skupialy si¢ na analizie tego
zagadnienia w skali lokalnej. Burland i in. (1999), badajac 20 kolonii w p6inocno-
wschodniej Szkocji, wykazali, na podstawie sekwencji mikrosatelitarnych, znaczny
przeplyw genéw migdzy koloniami. Uzyskany wynik autorzy powiazali glownie z
dyspersja samcow. Intensywnos$¢ przelotow pomigdzy koloniami byla wprost
proporcjonalna do odleglo$ci geograficznej, co potwierdza mala mobilnosé tego
gatunku wynikajaca z morfologii skrzydel i typu lotu. Nastgpne dwie prace, rowniez
oparte na markerach mikrosatelitarnych, potwierdzily znaczny przeptyw genéw miedzy
lokalnymi populacjami w potudniowych Niemczech oraz w polskich Sudetach (Veith i
in., 2004; Furmankiewicz i Altringham, 2007). W badaniach przeprowadzonych w
Polsce uzyskano niski ogélny indeks Fsr = 0,013. Jego warto$¢ obliczona dla samcow

(Fs7 = 0,008) byla jednak dwukrotnie nizsza niz warto$¢ uzyskana dla samic (Fsr =
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0,016). Roéznice w wielkosci wspoélczynnika stwierdzono tez w przypadku kolonii
letnich, gdzie obliczenia przeprowadzono tylko dla samic w poréwnaniu do kolonii,
gdzie indeks liczony byl dla obu plei (odpowiednio Fsr = 0,031 i Fsr = 0,024).
Uzyskane wartosci sa niskie, a odmienne wyniki zréznicowania wskazuja na wigksza
mobilno$¢ samcOw niz samic pomig¢dzy koloniami (Furmankiewicz i Altringham,
2007).

Wyniki badan genetycznych przeprowadzonych do tej pory nie sa w pelni
zgodne z danymi ekologicznymi. Gacki brunatne, jak wynika z obserwacji, sa
nietoperzami  osiadlymi, jednak wyniki uzyskane na podstawie markerow
mikrosatelitarnych sugeruja intensywny przeplyw genéw pomiedzy lokalnymi
populacjami (Burland i in., 1999; Veith i in., 2004; Furmankiewicz i Altringham, 2007).
Stabo zaznaczone struktury genetyczne $wiadcza o duzej intensywnosci przelotow
osobnikow w obrgbie badanych lokalizacji. Uzyskane wyniki wskazuja tez na wigksza
filopatri¢ samic tego gatunku. W ponizszej pracy do analizy wykorzystano marker
mitochondrialny (dziedziczony w linii zenskiej). Szybkie tempo mutacji (2% na milion
lat — Brown i in., 1979) oraz klonalny charakter dziedziczenia (Birky, 2001)
umozliwiajg $ledzenie kierunkéw réznicowania si¢ populacji, zjawisk demograficznych
czy wzorcOw migracyjnosci. W przypadku spodziewane;j silnej filopatrii samic oczekuje
si¢ uzyskania bardzo wyraznej struktury genetycznej. Planowane analizy pozwola tez na
oszacowanie tempa migracji w wigkszej skali geograficznej, poniewaz zadne z
wezesniejszych badan nie obejmowalo tak duzego obszaru jak Polska.

Opr6cz czynnikow morfologicznych, behawioralnych czy ekologicznych na
struktur¢ genetyczng populacji i kierunki przeplywu genéw maja réwniez wplyw
czynniki historyczne. Polska, ze wzgledu na polozenie geograficzne, wydaje si¢ by¢
bardzo prawdopodobnym obszarem wspotwystgpowania osobnikéw zasiedlajacych te¢
cze$¢ Europy z roznych refugiow lodowcowych (np. Bogdanowicz i in. 2009).
Wezesniejsze badania gackéw brunatnych oparte na markerach mitochondrialnych
wskazuja na wystgpowanie czterech kladéw w Europie i czesci Azji (Spitzenberger i
in., 2006). Dwa klady ograniczone sa do obszaru Kaukazu i Hiszpanii. Natomiast
pozostate dwa klady wspotwystepuja w Austrii i Wloszech, dodatkowo jeden z nich
swoim zasiegiem obejmuje Grecj¢ i Rosj¢. Istnienie zachodniej i wschodniej grupy
gackow brunatnych w Europie stwierdzili Juste i in. (2004). Rowniez Kiefer i in. (2002)
w swoich badaniach wyodrebnili dwie linie ewolucyjne w Europie: pierwsza

wystepujacq na terenie Niemiec i Szwajcarii, za$ druga szeroko rozprzestrzeniong na
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obszarze calego kontynentu. Kolonizacja Europy z r6znych refugiéw polodowcowych
stwierdzona zostala dla wielu grup zwierzat. Przeprowadzone do tej pory badania
gackow brunatnych nie daja jednak pelnej odpowiedzi na szereg pytan: (i) z ilu
refugiow miala miejsce kolonizacja? (ii) jaki jest zasieg poszczeg6lnych linii
ewolucyjnych w Europie? (iii) kiedy miata miejsce rekolonizacji pétocnej czesci
Europy? Nie ma zadnych danych dotyczacych kolonizacji postglacjalnej obszaru Polski
przez gacki. Ze wzgledu na polozenie Polski, uzyskane wyniki mogg mie¢ kluczowe
znaczenie w aspekcie poznania i zrozumienia proceséw specjacji i kolonizacji.
Nietoperze pelniag wazne funkcje biologiczne, w naszej szerokosci geograficznej
sq przede wszystkim drapieznikami wielu owadéw niszczacych uprawy rolne, moga
rowniez przenosi¢ niebezpieczne dla ludzi wirusy. Badania populacji nietoperzy
pozwalaja na identyfikacj¢ czynnikow wplywajacych na zmiany ich liczebnosci czy
zmiany zasiggu wystgpowania. Czynnikami takimi moga by¢ postepujaca degradacja i
fragmentacja $rodowiska lub zanieczyszczenia pestycydami. Lepsze zrozumienie
ekologii i behawioru nietoperzy pozwoli na bardziej efektywna ochrong na poziomie
populacyjnym i gatunkowym. Identyfikacja stopnia zréZnicowania genetycznego
wewnatrz- i migdzypopulacyjnego moze mie¢ istotne konsekwencje w przypadku
dziatan ochronnych podejmowanych na poziomie poszczegélnych populacji, jak i
calego gatunku. W przypadku wuzyskania wyniku potwierdzajacego wysoka
réznorodno$¢ genetyczng, zaistnieje potrzeba ochrony i utrzymania réznorodnosci
biologicznej na obecnym poziomie. Moze miec¢ to konsekwencje w planowaniu czynnej
ochrony gatunku i wybranych $rodowisk. W niektorych przypadkach geograficznie
izolowane populacje moga wymagaé szczegélnej, indywidualnej ochrony. Zbadanie
polskiej populacji gackéw brunatnych pod wzgledem kierunkéw Kkolonizacji
postglacjalnej pozwoli na oszacowanie liczby potencjalnych refugiéw, z ktérych mogta
mie¢ miejsce kolonizacja, co rowniez bedzie podstawa do planowanej strategii ochrony
gatunku. Zachowanie odrgbnych jednostek waznych ewolucyjnie jest bardzo istotne ze
wzgledu na wklad zmiennosci genetycznej calego gatunku. Rozpoznanie linii
genealogicznych moze by¢ przyczynkiem nie tylko do ochrony gatunku w kraju, ale

réwniez w Europie.
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CEL PRACY

Celem pracy bylo:

e Poznanie struktury genetycznej krajowej populacji gacka brunatnego,
oraz czynnikow jakie mogly mie¢ wplyw na jej uksztaltowanie

e Oszacowanie liczby migrantéw pomigdzy populacjami z réznych
regionéw geograficznych Polski

e Poznanie procesow demograficznych, ktére mialy wplyw na
obserwowang strukturg¢ genetyczna

e Analiza zaleznosci filogenetycznych pomigdzy  stwierdzonymi
haplotypami gackéw brunatnych

e Zbadanie zaleznosci filogenetycznych pomigdzy stwierdzonymi
haplotypami gackéw brunatnych w Polsce i haplotypami stwierdzonymi

przez innych autoréw na terenie Europy
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MATERIAL I METODY

Uzyte skroty

W ponizszej pracy uzyto nastgpujacych skrétow: AMOVA — analiza wariancji
molekularnej; ESU — jednostki wazne ewolucyjnie (evolutionary significant units); HVI
— pierwsza domena superzmienna regionu kontrolnego mtDNA; HVII — druga domena
superzmienna regionu kontrolnego mtDNA; ME — minimalnej ewolucji; ML —
najwigkszej wiarygodnosci; MP — najwigkszej parsymonii; mtDNA — mitochondrialny
DNA; MU - jednostki zarzadzania (managment units); N-J — przylaczania sasiada; PCR

— tancuchowa reakcja polimerazy; pz — par zasad.

Zbiér materialu biologicznego

Zbior prob prowadzony byl w latach 2006-2008, poza okresem hibernacji i
porodow nietoperzy. Zwierzgta chwytane byly przy pomocy sieci chiropterologicznych,
(pozwolenie nr DLOPiK-op/ogiz-4200/IV.D-19/7168/06/aj). Material biologiczny
pochodzil od osobnikéw odtawianych w koloniach rozrodczych, na zerowiskach oraz w
miejscach rojenia nietoperzy (Tabela 1). Cztery kolonie rozrodcze znajdowaly si¢ w
budkach nietoperzowych, natomiast pozostate zajmowaly strychy kosciotlow i domow
mieszkalnych. Miejsca rojenia znajdowaly si¢ gléwnie w poludniowej czesci kraju i
byly to strefy przyotworowe jaskin; z kolei nietoperze w porze zerowania odlawiane
byty w kompleksach lesnych. Od odlowionych zwierzat przy pomocy igly biopsyjnej o
$rednicy 3 mm pobierany byl wycinek blony lotnej. Nast¢pnie nietoperze wypuszczano
w miejscu odlowow. Zastosowana technika pobierania materialtu do badan
genetycznych jest malo inwazyjna, ze wzgledu na duze mozliwosci regeneracyjne blony
lotnej, ktéra w miejscu wykonania biopsji zrasta si¢ w okresie od dwéch do czterech
tygodni (Worthington-Wilmer i Barratt, 1996; Weaver i in., 2009). Do badan
molekularnych wykorzystano prébki pobrane od 398 osobnikéw. Pobrane fragmenty

tkanek umieszczano w probowkach zawierajacych 90% etanol i przechowywano w

temperaturze -70°C do czasu dalszych analiz.
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Opis stanowisk

Proby zebrano z 29 stanowisk (Tabela 1, Rycina 1), przy czym w jednym z nich
oznaczonym symbolem WWA, proby pochodzily z 14 miejsc oddalonych od siebie w
odegtosci od 0,5 do 10 km. Na podstawie danych pochodzacych z badan ekologicznych
dotyczacych srednich dystansow przelotow tego gatunku (Steffens i in., 2005), proby te
zakwalifikowano do jednego stanowiska. Zazwyczaj z jednego miejsca (kolonia letnia,
miejsca rojenia) odtawiano kilkanascie osobnikow, jednak wydajnos¢ odlowow w porze
zerowania jest nizsza, co moze skutkowa¢ zbyt malq proba dla czgsci analiz. W
przypadku szesciu stanowisk, w sumie odtowiono 11 osobnikéw (od 1 do 4 osobnikoéw
na stanowisko). Proby te zostaly wykluczone z analizy struktury genetycznej metoda
AMOVA, gdzie wymagana minimalna liczba préb z jednej lokalizacji rowna jest pig¢.
Odlowy mialy miejsce zarowno w koloniach, jak i podczas rojenia badZz zerowania
zwierzat. Cze$¢ prob pochodzacych z danej lokalizacji skladata si¢ zaréwno z
osobnikéw odlowionych w koloniach jak i w czasie rojenia badZ zerowania. Na
potudniu Polski proby pozyskiwano tylko z miejsc rojenia poniewaz nie sa znane
miejsca kolonii rozrodczych z wyjatkiem rejonu Sudetow (Furmankiewicz i
Altringham, 2007). W péinocnej i centralnej czgsci kraju proby pozyskiwano zaréwno z

zerowisk jak i z kolonii letnich (Tabela 1, Rycina 1).

19
http://rcin.org.pl



Tabela 1. Liczba osobnikéw z poszczegdlnych stanowisk z przypisaniem do regionéw

Polski. W obrgbie kazdego stanowiska podana jest liczba osobnikéw odlowiona z

kolonii — K, miejsc rojenia — R, zerowiska — Z, suma wszystkich osobnikéw — .

Symbol
Stanowisko | Stanowiska | K | R | Z | n Region
Jelitkowo JEL 6 - - | 6 | Pobrzeze Baltyku
Mtlynary MLY - 8 | 8 | Pobrzeze Baltyku
Czarlin CZAR - - 8 | 8 | Pojezierze Pomorskie
Uniradze UNI 16 | - - | 16 | Pojezierze Pomorskie
Stupsk SLU 7 - - | 7 | Pojezierze Pomorskie
Kasprzyk KAS 3 - 1 | 4 | Pojezierze Pomorskie
De¢bina DA - - 1 1 | Pojezierze Pomorskie
Chorzele CHORZ 7 - 1 8 | Pojezierze Mazurskie
Trzyrzeczki | TRZY 16 | - | 2 | 18 | Nizina Péinocnopodlaska
Bialowieza | BIA - - | 10 | 10 | Nizina PéInocnopodlaska
Warszawa WWA 9 | - | 19 | 28 | Nizina Mazowiecka
Goncezyce GON 15 | - - | 15 | Nizina Mazowiecka
Rogow RO - - 1 1 | Nizina Mazowiecka
Antonin ANT 30 | - | 3 | 33 | Nizina Wielkopolsko - Kujawska
Szubert SZU - - | 6 | 6 | Nizina Wielkopolsko - Kujawska
Gniewkowo |GN - - 2 | 2 | Nizina Wielkopolsko - Kujawska
Szachownica | SZACH - - | 8 | 8 | Wyzyna Krakowsko - Wielunska
Tomaszowki | TOM - 6 - | 6 | Wyzyna Krakowsko - Wielunska
Pulawy PUL - - | 5 | 5 | Wyzyna Lubelska
Lazek LO - - 1 1 | Wyzyna Lubelska
Leszczok LEZ - | - [ 12 ] 12 | Gérny Slask
Tarnowskie |TAR - [ 21 [ - | 21 | Gérny Slask
Sowie SOW 46 | - - | 46 | Sudety Zachodnie
Sudety SUD 18 | 16 | - | 34 | Sudety Wschodnie
Beskidy BES - | 42 46 | Beskid Zachodni
Zbdjnicka ZBO - | 23 | - | 23 | Beskid Zachodni
Mroczna MRO - | 12 | - | 12 | Beskid Wschodni
Nasiczne NAS - | 11 | - | 11 | Bieszczady Zachodnie
Salis-soglio | SAL - - | 2 | 2 | Kotlina Sandomierska
z 173 [131 | 94 | 398
20
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Rycina 1. Rozmieszczenie zebranych prob; czarne punkty reprezentuja stanowiska, w
ktorych odtowiono co najmniej pig¢ osobnikow. Wyjasnienia skrotow znajdujq si¢ w
Tabeli 1.
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Poniewaz zréznicowanie genetyczne moze by¢ wykazywane na ré6znych poziomach

organizacji przestrzennej, przeprowadzone analizy statystyczne mialy charakter

hierarchiczny.

22

Pierwszy poziom analiz dotyczyl zréznicowania haplotypowego na poziomie
gatunku. W tej analizie wyznaczono liczbe haplotypow (H), obliczono liczbe
tranzycji (77) i transwersji (7v), zréznicowania haplotypowe (4) (Nei, 1973) i
nukleotydowe (7) (Nei, 1987). Oszacowano catkowita liczbe haplotypow, jaka
moze wystgpowac na badanym obszarze (Nh). Obliczong $rednig liczbe roznic
nukleotydowych pomigdzy haplotypami (k) (Tajima, 1983) oraz frekwencje
nukleotydowe badanych sekwencji.

Naste¢pna analiza dotyczyla stopnia zr6znicowania genetycznego na poziomie
grup lokalnych, ktére zostaly wyznaczone metoda AMOVA. Dla stanowisk, w
ktorych zebrano powyzej pigciu prob, wyznaczono macierze dystanséw
genetycznych D, (Nei, 1979). Na podstawie uzyskanych dendrogramow
wykonano analiz¢ wariancji molekularnej. Dla wyznaczonych grup lokalnych
obliczono wskazniki zréznicowania genetycznego A, x, k oraz liczbg haplotypow
H dla poszczegblnych grup.

Analizy szacujace tempo migracji pomigdzy gackami z réznych regionow
geograficznych byly przeprowadzone na kolejnym poziomie organizacji
przestrzennej, tj. dla pigciu grup, ktére wyznaczono na podstawie wynikéw z
analizy struktury genetycznej populacji.

Kolejny poziom analizy zostal przeprowadzony z uwzglednieniem podzialu
stanowisk z uwagi na pelniong funkcj¢. Lokalizacje podzielono na trzy grupy
(kolonie letnie, miejsca rojenia, zerowiska), obliczono wspoélczynniki
zroznicowania genetycznego h, m, k oraz liczb¢ haplotypéw H. Oszacowano
catkowitg liczbe haplotypdw, jaka moze wystepowaé na badanym obszarze, przy
uwzglednieniu kolejnych grup lokalizacji. W celu weryfikacji modelu izolacji
przez dystans w obrebie trzech grup lokalizacji przeprowadzono testy Mantela

Z uwzglednieniem wszystkich zidentyfikowanych haplotypow,
przeprowadzono analiz¢ filogenetyczng oraz demograficzna. Skonstruowano
drzewa filogenetyczne oraz sieci zaleznosci haplotypéw. Wykonano cztery testy
neutralnosci, oraz analiz¢ rozkladu liczby réznic nukleotydowych migdzy

parami haplotypow.
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e Ostatni poziom analiz polegal na probie identyfikacji zaleznosci
filogenetycznych pomiedzy wszystkimi zidentyfikowanymi haplotypami
gackow brunatnych w Polsce i haplotypami stwierdzonymi we wczes$niejszych
badaniach na terenie Europy. Skonstruowano sieci zaleznosci haplotypéow oraz
drzewa filogenetyczne metodami opartymi na macierzach dystansow
(grupowanie typu N-J i UPGMA), maksymalnej parsymonii (MP) i najwigkszej
wiarygodnosci (ML).

Metody laboratoryjne

DNA izolowano za pomoca zestawu Genomic Mini firmy A&A Biotechnology
(Gdynia). Wycinki blon lotnych, bezposrednio przed calonocna inkubacja, byly
rozdrabniane przy pomocy sterylnych skalpeléw. Tkanki inkubowano w $rodowisku
100 pl buforu TRIS, 50 upl buforu lizujacego oraz 20 pl Proteinazy K. Dla 398
uzyskanych izolatéw wykonano reakcj¢ PCR, w celu amplifikacji sekwencji HVI
regionu kontrolnego mtDNA. Sekwencje o dlugosci 343 pz uzyskano przy uzyciu
specyficznych starterow: Ple 166L: 5’ACAGCCCACATGAACATTA3’; Ple560H:
5’GCGGGTTGMTGGTTTCAC3’ zaprojektowanych w programie Primer 3 0.4.0.
(Rozen i Skaletsky, 2000). Startery zostaly zaprojektowane w taki sposéb, aby
amplifikowaly fragment pierwszej domeny za 81 nukleotydowym motywem
powtarzajacego si¢ od 3-7 razy w rejonie kontrolnym u wielu gatunkéw nietoperzy
(Wilkinson i Chapman, 1991; Wilkinson i in., 1997). Warunki reakcji PCR byly
nastepujace: wstepna denaturacja 94°C — 3 min., denaturacja 94°C - 30 s., przylaczanie
starterow 55°C — 30 s., kopiowanie sekwencji 72°C — 1 min., koficowe kopiowanie
sekwencji 72°C — 5 min. Cykl (z wyjatkiem wstgpnej denaturacji oraz koncowego
kopiowania sekwencji) powtarzany byl 40 razy. Sklad mieszaniny reakcyjnej byl
nastepujacy: 25 pl Ready mix firmy Sigma (Sigma-Aldrich, Poznan), 1 pl kazdego ze
starterow (10 uM), 3 ul DNA matrycowego, 20 ul wody. Dla kazdych 32 préb w rekcji
PCR wykonana byla negatywna kontrola (proba nie zawierajaca matrycowego DNA).
Produkty amplifikacji wizualizowano na 1,5% zelu agarozowym, a nastgpnie
oczyszczano za pomocag zestawu Clean Up firmy A&A Biotechnology. Reakcje
sekwencjonowania prowadzone byly przy uzyciu zestawu GenomeLab™ DTCS Quick

Start Kit firmy Beckman Coulter (Comesa, Warszawa).
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Sekwencje o dtugosci 343 pz uzyskano zaréwno dla nici lekkiej i cigzkiej DNA
przy uzyciu automatycznego sekwenatora kapilarnego CEQ 8000 (Beckman Coulter).
Wyniki sekwencjonowania analizowane byly za pomoca programu Genetic Analysis
System CEQ 8000. Wszystkie procedury laboratoryjne przeprowadzono w Pracowni
Technik Molekularnych i Biometrycznych Muzeum i Instytutu Zoologii PAN w

Warszawie.

Analiza zréznicowania regionu kontrolnego (HVI) mitochondrialnego DNA

Uzyskane sekwencje zostaly uliniowane w programie BioEdit 7.0.9. (Hall 1999).
Liczb¢ haplotypéw wyznaczono przy uzyciu programu Arlequin 3.11 (Excoffier i in.,
2005). Programu tego uzyto réwniez do obliczenia ilosci tranzycji — 77 (zamiana puryn:
A i G lub pirymidyn: C i T), transwersji — 7v (zamiana puryny na pirymidyng lub
odwrotnie) oraz delecji/insercji (utrata/wbudowanie czgsci sekwencji) pomigdzy
zidentyfikowanymi haplotypami. Obliczono tez wskazniki zré6znicowania genetycznego
h i & dla calej badanej populacji gackéw brunatnych. Oszacowano takze catkowita
liczb¢ haplotypéw, jaka moze wystgpowaé na badanym obszarze. W tym celu
wykorzystano metod¢ Kohna i in. (1999), ktéra pozwala na kompensacj¢ réznic
wynikajacych z wielkosci préby i roéznic wynikajacych ze zbioru réznej liczby
osobnikow z poszczegélnych lokalizacji. Wielko$¢é populacji mierzona byla jako
asymptota (a) funkcji: y = (ax) / (b+x), gdzie y jest calkowity liczba haplotypow, x
liczba analizowanych préb (osobnikéw), a wspolezynnik b okresla tempo opadania
krzywej (stopien odchylenia krzywej). Obliczenia te wykonano w programach Gimlet
1.3.3. (Valiere, 2002) i R. 2.3.0. (R Development Core Team, 2008). Zostalo
przeprowadzonych 1000 permutacji — obliczony wynik dla obu parametréw (a i b)

stanowi $redniag.

Analiza genetycznej struktury populacji gackéw brunatnych w Polsce

W ponizszej analizie wykorzystano sekwencje uzyskane dla osobnikow
pochodzacych z 23 stanowisk, w ktérych odlowiono co najmniej pig¢ osobnikow
(Rycina 1). Przedstawiciele tego gatunku wykazujq ciagly zasigg na badanym obszarze,
jednak prawdopodobienstwo, ze dwa osobniki beda bardziej r6znily pod wzgledem

genetycznym powinno rosna¢ wraz z odlegloscig geograficzna. Aby zbadaé hipoteze
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izolacji przez dystans, przeprowadzono test Mantela przy uzyciu programu Arlequin
(Excoffier i in., 2005). Polega on na korelacji macierzy dystansu genetycznego i
macierzy dystansu geograficznego. Macierz dystansu genetycznego stanowily warto$ci
D4 (Nei, 1979) dla poszczegblnych par stanowisk. Aby oszacowaé te wartosci, dla
uzyskanych sekwencji, w programie MrModeltest 2.1 (Nylander, 2004), okre$lono
model substytucji HKY + G (Hasegawa i in., 1985). Poniewaz nie ma mozliwosci
zastosowania tego modelu w programie Arlequin (Excoffier i in., 2005), analize¢
przeprowadzono z uwzglednieniem modelu substytucji Tamura - Nei (TrN) (Tamura i
Nei, 1993) z parametrem y = 0,28. Dla modelu TrN, ktory jest specjalnym przypadkiem
modelu HKY + G, warto$¢ parametru y zostala oszacowana w programie Tree Puzzle
5.2. (Schmidt i in., 2002). Macierz dystansu geograficznego (wyrazonego w
kilometrach) pomigdzy parami lokalizacji, obliczono przy pomocy programu
Geographic Distance Matrix Generator 123, (Ersts,
http://biodiversityinformatics.amnh.org/open_source/gdmg). W tym przypadku dla
oszacowania istotnosci statystycznej testu wykonano 10 000 permutacji.

W celu analizy dystrybucji zmiennosci genetycznej badanej populacji wykonano
molekularng analiz¢ wariancji AMOVA w programie Arlequin (Excoffier i in., 2005).
W programie MEGA 4.0.2. (Kumar i in. 2008) wyznaczono dendrogramy metodami
UPGMA, N-J i ME na podstawie macierzy dystanséw genetycznych D,. Wraz z
uwzglednionym dystansem geograficznym stanowily one podstawe do polaczenia prob
z poszczegllnych stanowisk w wigksze jednostki. Metoda AMOVA hierarchicznie
analizuje wariancj¢ genetyczng na trzech poziomach: @cr— poziom zmiennosci migdzy
regionami geograficznymi (migdzy grupami stanowisk), @sc — poziom zmiennosci
miedzy stanowiskami w obrebi¢ grup stanowisk, @sr — poziom zmiennosci w obrebie
stanowisk Przy uzyciu AMOVY testowane byly rézne podzialy geograficzne. Dystans
geograficzny stanowisk oraz otrzymane dendrogramy stanowily podstawe testowania
wielkosci parametrow analizy AMOVA pomigdzy grupami lokalizacji. Istotnos$¢
analizy testowana byla dla 10 000 permutacji. Istotnie statystyczny podzial
maksymalizujacy wariancj¢ genetyczna pomigdzy grupami stanowisk (parametr @cr)
stanowil wynik analizy AMOVA. Wyznaczone grupy lokalizacji (dalej zwane grupami
lokalnymi) oznaczono symbolem G z odpowiednim numerem.

Obliczono réwniez indeks utrwalenia Fs7, ktory jest miara zr6Znicowania

genetycznego w populacji. W powyzszym przykladzie odnosi si¢ on do poszczeg6lnych
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lokalizacji 1 okresla prawdopodobienstwo, ze dwa losowo wybrane haplotypy z danej
lokalizacji maja wspélne pochodzenie. Analize wykonano w programie Arlequin
(Excoffier i in., 2005).
Dla wyznaczonych grup lokalnych okreslono liczbe osobnikéw, haplotypéw oraz
obliczono wskazniki zréznicowania genetycznego (h, m, k). W celu sprawdzenia
zaleznosci filogenetycznych migdzy grupami lokalnymi, skonstruowano dendrogramy
dystansow genetycznych D4, metodami N-J, UPGMA oraz ME przy uzyciu programu
MEGA 4.0.2. (Kumar i in. 2008).

Dodatkowo przeprowadzono analiz¢ z wykorzystaniem algorytmu Monmoniera
(1973) w programie Barrier 2.2. (Manni i in., 2004). Algorytm ten identyfikuje bariery
w przeplywie genéw poprzez maksymalizacj¢ roéznic migedzy parami populacji.
Pierwszym etapem analizy jest triangulacja Delaunay, polegajaca na taczeniu punktow
(lokalizacji) za pomoca sieci trojkatow. Nastgpnie wyznaczane sa wieloboki Voronoi
(1908). Na podstawie uzyskanych wielobokoéw okreslane sa bariery genetyczne w
oparciu o macierz dystansu genetycznego D,. Pierwsza bariera jest prowadzona
prostopadle w stosunku do sieci, rozpoczynajac od krawedzi o najwigkszym dystansie,
konczac na ostatniej krawedzi w sieci, badZ na krawedzi tworzacej petle. W przypadku
generowania wielu barier, kolejne tworzone sa hierarchicznie, przy czym procedura
moze by¢ powtarzana do etapu osiagnigcia wcezesniej obliczonej bariery. Dla
przedstawienia rang poszczegélnych barier, ich grubo$¢ jest wprost proporcjonalna do
odwrotnosci ilorazu najwigkszego dystansu genetycznego wystgpujacego w macierzy
D, do wartosci dystansu obliczonego dla poszczegélnych par lokalizacji w obrebie

bariery.

Analiza liczby migrantéw pomigdzy grupami lokalnymi

W celu zbadania intensywnosci przeplywu genéw migdzy poszczegdlnymi
grupami lokalnymi, zostala przeprowadzona analiza tempa migracji w programie MDIV
(Nielsen i Wakeley, 2001). W przypadku tej analizy wymagane jest wyznaczenie kilku
grup o znacznych liczebnosciach. Podstawg do kojarzenia stanowisk w regiony
geograficzne, oprocz wynikow analizy AMOVA, byly réwniez dendrogramy
wyznaczone pomigdzy grupami lokalnymi. Na ich podstawie, polaczono grupy lokalne
o mniejszych liczebnosciach (G4-G7) z obszaru péinocy kraju w jedna grupg zwang
dalej grupa GP (grupa poinocng). Program MDIV (Nielsen i Wakeley, 2001) oparty
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jest na wnioskowaniu Bayesowskim i pozwala oszacowa¢ nastgpujace parametry: €
(mierzona jako 2N,u, gdzie N, jest efektywna wielkoscia populacji dla mtDNA, a u jest
tempem mutacji sekwencji na rok), M $rednia liczba samic migrantéw (mierzony jako
2N.m, gdzie m jest czgstoscia migracji), czas dywergencji populacji 7' (mierzone jako
t/N,, gdzie t oznacza czas (wyrazony w latach) od momentu dywergencji) oraz TMRCA
(time of most recent common ancestor) — czas jaki uplynal od wystapienia
najmiodszego wspdlnego przodka (mierzony jako tIMRCA/N,, gdzie tMRCA jest czasem
jaki uplynal od dywergencji sekwencji). Do oszacowania powyzszych parametréw dla
kazdej pary regionéw przeprowadzono analiz¢ 3 tancuchow Markowa o diugosci 3 000
000. Poczatkowych 300 000 iteracji nie zostalo uwzglednionych (burn-in) w analizie
przestrzeni standw. Kazda analiza byla rozpoczynana z r6zna wartoscia poczatkowa
generatora liczb pseudolosowych. W przypadku gdy warto$¢ maksymalna szacowanego
parametru byta zblizona do warto$ci maksymalnej zadanej a priori, analiza prowadzona
byla kolejny raz z uwzglednieniem wyzszej wartosci parametru. Obliczenia prowadzone
byly z uwzglednieniem modelu HKY °85 oraz parametrami M,,,, (maksymalne tempo
migracji) i Ty (maksymalny czas dywergencji) = 5; 10; 20. Dla kazdej analizy
parametry te zostaly wybrane na podstawie  generowanego rozkladu
prawdopodobienstwa o ksztalcie jednomodalnym. Dla parametréw 6 oraz M zostaly
wyznaczone bayesowskie przedzialy ufnosci 95%; przedzialy te nie zostaly wyznaczone
dla parametru 7 poniewaz rozklad prawdopodobienstwa tego parametru po osiagnigciu
maksimum bardzo wolno zbliza si¢ do wartosci zero. Parametr szacujacy czas
dywergencji migdzy grupami zostal przeksztalcony na czas wyrazony w latach przy
uzyciu formuly 1 = T*0/2*u; takze czas dywergencji sekwencji wyrazono w tych
jednostkach po przeliczeniu tIMRCA = TMRCA*6/2*u. Tempo mutacji HVI u nietoperzy
szacuje si¢ na okoto 20% na min lat — przykladem moze by¢ borowiec wielki
(Nyctalus noctula) (Petit i in., 1999) lub nocek Bechsteina (Myotis bechsteinii) (Kerth i
in., 2008).

Analiza zréznicowania genetycznego z uwzglednieniem funkceji ekologicznych

stanowisk

Ponizsza analiz¢ przeprowadzono z uwzglednieniem podzialu siedlisk na trzy

typy z uwagi na pelniona funkcj¢ ekologiczna. Dla osobnikow odlawianych w
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koloniach, w miejscach rojenia oraz na zerowiskach obliczono wskazniki
zréznicowania genetycznego: s i m. Dla wszystkich trzech typow siedlisk obliczono
catkowity liczb¢ haplotypéw metoda Kohna (patrz rozdzial Analiza zr6znicowania
rejonu kontrolnego (HVI) mitochondrialnego DNA). Z uwzglednieniem powyzszego
podziatu przeprowadzono testy Mantela (metodyka patrz rozdzial Analiza genetycznej

struktury populacji gackow brunatnych w Polsce).

Analizy filogeograficzna i demograficzna z uwzglednieniem wszystkich haplotypéw

z Polski

W celu sprawdzenia czy badana populacja znajduje si¢ w stanie rGwnowagi,
badZz czy w niedawnej historii populacji nie doszlo do ekspansji, przeprowadzono
analiz¢ przy wykorzystaniu czterech testow neutralnosci w programach DNAsp 5.10.00
(Librado i Rozas, 2009) oraz Arlequin (Excoffier i in., 2005). Za pomoca ponizszych
testow mozliwe jest zbadanie proceséw demograficznych, jakie mogly mie¢ miejsce w
przeszlosci. Pierwszy test Dy (Tajima, 1989) testuje wielko$¢ réznicy pomigdzy srednig
liczba réznic nukleotydowych migdzy parami sekwencji (7) a ilorazem liczby miejsc
polimorficznych (S) i suma odwrotnosci wielkosci proby (n). Statystycznie istotne
dodatnie wartosci $wiadcza, ze sekwencja podlega selekcji zrownowazonej. Wartosci
ujemne wskazuja, ze sekwencja podlega selekcji kierunkowej badZz moga oznaczadé
ekspansj¢ przez jaka przeszta populacja wezesniej. Kolejne dwa testy D* i F* (Fu i Li,
1993) uwzgledniaja genealogi¢ haplotypow, czyli kolejno$¢ formowania si¢ drzewa
haplotypéw oraz czas jaki uplynal od pojawienia si¢ haplotypu. W przypadku selekcji
negatywnej lub ekspansji geograficznej pojawi si¢ tendencja do nadmiernej liczby
mutacji w milodszych czesciach drzewa genealogicznego (test przyjmie wartosci
ujemne), natomiast selekcja stabilizujaca moze powodowaé wystgpowanie niedoboru
haplotypéw na zewnetrznych gal¢ziach drzewa (test przyjmie wartosci dodatnie). Test
D* opiera si¢ na réznicy migdzy liczba mutacji (typu singleton — substytucja
nukleotydowa wystepujaca w jednej sekwencji w stosunku do pozostatych) a catkowita
liczbg mutacji nukleotydowych migdzy parami sekwencji. Z kolei w tescie /* r6znica ta
liczona jest dla $redniej liczby réznic nukleotydowych migdzy parami sekwencji.
Ostatnim testem jest test Fs (Fu, 1997), ktéry charakteryzuje si¢ najwigksza
skutecznos$ciag w wykrywaniu nadmiaru nowych mutacji. Ujemne wartosci statystyki Fis

sq charakterystyczne dla ekspansji demograficznej badz geograficzne;j.
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Dodatkowo przeprowadzono analiz¢ rozkladu liczby réznic nukleotydowych
migdzy parami haplotypow (mismatch distribution) przy uzyciu programéw DNAsp
5.10.00 (Librado i Rozas, 2009) oraz Arlequin (Excoffier i in., 2005). Populacje
znajdujace si¢ w roéwnowadze demograficznej lub w regresji charakteryzuje
wielomodalny rozklad réznic nukleotydowych, nier6zniczkowalny w wielu punktach.
Natomiast populacja, ktéra przeszta demograficzng ekspansj¢ powinna wykazywaé
rozklad jednomodalny. Uzyta metoda opiera si¢ na zatozeniu cyklicznie wystepujacych
zjawisk ekspansji populacji od N, do N; osobnikéw ¢ pokolen temu, po ktérej nastepuje
rownowaga demograficzna. Model analizy oparty jest na trzech parametrach : 0p= 2N,u
(Theta poczatkowe poprzedzajace wzrost lub spadek liczebnosci populacji) , #; = 2Nu
(Theta koncowe po wzroscie lub spadku liczebnosci populacji) i t = 2uf (t jest czasem,
w jakim nastapil wzrost lub spadek liczebnosci populacji, 4 = tempo mutacji) (Rogers i
Harpending, 1992). W celu wygenerowania szacowanego rozkladu z zalozeniem
modelu naglej ekspansji uzyto 1000 permutacji. Suma odchylen standardowych (SSD)
pomiedzy obserwowanym a oczekiwanym rozkladem wykorzystana byla do obliczenia
prawdopodobienistwa P wyrazonego jako proporcja réznicy miedzy oczekiwang a
obserwowang wartoscig. Statystyka testu jest wspolczynnik nierownomiernos$ci Rg
(reggadness index), jego istotno$¢ liczona byla w taki sam sposéb jak SSD. Niskie
wartoéci wspolczynnika nierbwnomiernosci sg typowe dla populacji w ekspansji,
natomiast wyzsze wartosci sq obserwowane w przypadku stabilnosci lub zjawiska
»szyjki butelki” przez jakie przeszla populacja. Dodatkowo przeprowadzono test R,
(Ramos-Onsins i Rozas, 2002), ktdry testuje wystapienie spodziewanej liczby mutacji w
populacji po wystapieniu zjawisk ekspansji. Jesli hipoteza ekspansji nie moze by¢
odrzucona na podstawie przeprowadzonych testow, mozliwe jest oszacowanie czasu
jaki minat od jej wystapienia. Po przeksztalceniu t = 2ut, otrzymujemy czas wyrazony
w pokoleniach ¢ = 7/ 2u, t = (7 - estymator czasu od ekspansji) / [(tempo mutacji na
milion lat * dlugos¢ sekwencji) / 1 milion lat] (Voje i in., 2009).

Na podstawie uzyskanych sekwencji rejonu kontrolnego mtDNA skonstruowano
drzewa filogenetyczne w programie Phylip 3.68 (Felsenstein, 2005). Drzewa te zostaly
ukorzenione o$mioma ortologicznymi sekwencjami nietoperzy z gatunku mopek
(Barbastella barbastella) (Tabela 2). Sa one udostgpnione w internetowej bazie genéw
(GenBank) (Benson i in., 2008). Analizy dystansow wykorzystujace metody
grupowania typu UPGMA i N-J zostaly przeprowadzone na podstawie modelu
dwuparametrycznego Kimury - K2P (Kimura, 1980). W programie tym skonstruowano
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rowniez drzewa metodami MP i ML. Wiarygodno$¢ otrzymanych drzew oceniana byla
poprzez wyznaczeniem wielkosci ,,bootstrapu” (Felsenstein, 1985) dla 1000 replikacji.
Przeprowadzono réwniez bayesowska analiz¢ w programie MRBAYES 3.1.
(Huelsenbeck i Ronquist, 2001) z uzyciem modelu substytucji HKY + G. Obliczenia
przeprowadzone byly dla 2 milionéw pokolen (cztery tancuchy MCMC) w czterech
niezaleznych analizach; probkowanie drzew nastgpowalo co 100 generacji. Jednak
zadna z przeprowadzonych analiz nie osiagngla wymaganego poziomu odchylenia
standardowego ponizej 1%.

W programie DNAsp (Librado i Rozas, 2009) obliczono poziom zréznicowania

genetycznego pomig¢dzy wyznaczonymi kladami.

Tabela 2. Numery sekwencji (GenBank) nietoperzy dla B. barbastella wykorzystanych

do ukorzenienia kladogramow.

L.p. Numer sekwencji z banku genow Zrédto
1 BBU95331 Wilkinson i in., 1997
2 AF515164 Juste i in., 2003
3 AF515163 Juste i in., 2003
4 AF515162 Juste i in., 2003
5 AF515161 Juste i in., 2003
6 AF515154 Juste i in., 2003
7 AY254218 Juste i in., 2003
8 AF515159 Juste i in., 2003

W celu analizy zaleznosci migdzy otrzymanymi haplotypami wykonano sie¢
relacji filogenetycznych migdzy haplotypami w programie Network 4.5.1.0. Copyright
Fluxus Technology Ltd. 1999-2009: (www.fluxus-engineering.com). Sie¢ zostala
skonstruowana metodag MP z wykorzystaniem algorytmu median-joining (Bandelt i in.,
1999) pozwalajacego na uzycie danych zawierajacych wiele stanéw cechy. Algorytm
ten jest polaczeniem algorytmu Kruskala (1956) znajdujacego sieci o najmniejszej
rozpigtosci (minimum spanning network) oraz heurystycznego algorytmu najwigkszej
parsymonii Farrisa (1970), ktory stopniowo dodaje wezly (wierzchotki — median

vectors), wektory stanowigce hipotetyczne haplotypy niezb¢dne do wygenerowania
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polaczen zgodnych z zasadq maksymalnej parsymonii. Sie¢ zostata skonstruowana dla
wartosci parametru redukujacego liczbe mozliwych potaczen w sieci & = 0, ze wzgledu
na znaczng ilos¢ haplotypéw. Dodatkowo przy pomocy algorytmu star contraction
(Forster i in., 2001) w tym samym programie zdefiniowano klastry w calej sieci o

topologii gwiazdy i wyznaczono haplotypy centralne.

Analiza filogenetyczna wszystkich znanych haplotypéw HVI gackéw brunatnych

W celu analizy zaleznosci filogenetycznych pomiedzy haplotypami gackéw
brunatnych z innych czgsci Europy, wyszukano w bazie GenBank (Benson i in., 2008)
oraz uliniowano w programie BioEdit (Hall 1999) haplotypy dla badanego fragmentu
uzyskane przez innych autoréw (Tabela 3). Poniewaz dolaczone do analiz sekwencje
roznily si¢ dhugoscia, do analiz wykorzystano wspdlny fragment rejonu kontrolnego
mtDNA, o dlugosci 343 pz. Na podstawie zgromadzonych danych skonstruowano
drzewa i sie¢ metodami opisanymi w poprzednim rozdziale. Ze wzgledu na znaczng
ilos¢ wszystkich analizowanych haplotypéw wygenerowano jedynie szkielet sieci z
uwzglednieniem ilosci krokéw mutacyjnych pomigdzy haplotypami.

Dodatkowo przeprowadzono analiz¢ filogenetyczna z uwzglednieniem
unikatowego okazu gacka brunatnego pochodzacego z Armenii a znajdujacego si¢ w
zbiorach Muzeum i Instytutu Zoologii PAN. Z powodu znacznej degradacji materiatu
genetycznego do analizy uzyto krétkiego fragmentu DNA (163 pz) korica 3° regionu
kontrolnego mtDNA, amplifikacj¢ oraz sekwencjonowanie przeprowadzono wediug
metody Kiefera i in. (2002). Otrzymang sekwencj¢ uliniowano z ortologicznymi
sekwencjami gackéw brunatnych pochodzacych z innych krajéow Eurazji (Tabela 4).
Skonstruowano zaréwno siec jak i drzewo zaleznosci filogenetycznych (ML) w
programach Network (www.fluxus-engineering.com) i Phylip (Felsenstein, 2005). Do
ukorzenienia otrzymanego drzewa wykorzystano sekwencj¢ gacka szarego (Plecotus

austriacus) (Tabela 4).
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Tabela 3. Numery sekwencji (GenBank) 14 haplotypéw gackéw brunatnych (Plecotus

auritus) uzytych w analizie wszystkich znanych haplotypow.

L.p. Numer sekwencji z GenBank Zrédlo
1 AF515172 Juste i in., 2004
2 AF515173 Juste i in., 2004
3 AF515166 Juste i in., 2004
4 AF515167 Juste i in., 2004
5 AF515168 Juste i in., 2004
6 AF515178 Juste i in., 2004
7 AF515174 Juste i in., 2004
8 AF515175 Juste i in., 2004
9 AF515176 Juste i in., 2004
10 AF515177 Juste i in., 2004
11 AF515169 Juste i in., 2004
12 AF515170 Juste i in., 2004
13 AF515171 Juste i in., 2004
14 AY030077 Spitzenberger i in., 2001
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Tabela 4. Numery sekwencji (GenBank) haplotypéw gackow brunatnych i gacka

szarego (P.austriacus) zaobserwowanych w Eurazji.

Numer sekwencji z

Haplotyp Lokalizacja Pl Zrodto

H1 Polska F niniejsza praca
H2 Armenia i niniejsza praca
H3 Rosja, m. Czarne DQ294146 Spitzenberger i in., 2006
H4 Rosja, Moskwa AY133997 Kiefer i in., (2002)
H5 Rosja, j. Ladoga AY324402 Spitzenberger i in., 2006
H6 Szwajcaria AY133993 Kiefer i in., (2002)
H7 Niemcy AY133996 Kiefer i in., (2002)
H8 Hiszpania DQ294143 Spitzenberger i in., 2006
H9 Austria AY030067 Spitzenberger i in., 2006
H10 Wiochy DQ294129 Spitzenberger i in., 2006

P.austriacus Moldawia DQ294202 Spitzenberger i in., 2006

http://rcin.org.pl

33




WYNIKI

Réznorodno$é mitochondrialnego DNA w polskiej populacji gacka brunatnego

Dla 398 zanalizowanych prob stwierdzono 120 haplotypéw (Tabela S, patrz
takze Zalacznik I).

Tabela 5. Wystgpowanie haplotypéw mtDNA w poszczegblnych lokalizacjach.

Haplotypy zaznaczone pogrubieniem wystapily w co najmniej 4 lokalizacjach.

Stanowisko | Numery haplotypow
JEL H6,H54,HS5
MLY H21
CZAR H22.H54, H75.H117,H118
UNI HS5
SLU H22,H64
KAS H119,H120
DA H120
CHORZ H57,H58,H59
TRZY H22,H34,H61
BIA H62,H86
WWA H1,H2,H31,H33,H34,H35,H36,H37,H50,H51,H52,H53,H62,H72,H106,H107,H110
GON H108
RO H61
ANT H12,H13,H14,H24, H25
SZU H8.H116
GN H16
SZACH H3,H11,H48, H81,H99, H111,H112,H113
TOM H8,H32,H81,H82,H83
PUL H93,H108,H109
LO H56
LEZ H21,H60
TAR H21,H27,H34,H70,H79,H99,H100,H101,H102,H103,H104,H105
SOW H3,H4,H5 . H6,H7 H8,HO.H10,H]1 |
SUD H4,H9.H14 HIS,HI6.H17,HI8,H19,H20,H21, H22,H23
BES H21,H22,H49,H65.H66,H67,.H68, H69,H70.H71,H73.H74, H75,H77,H78,H79,H80
ZBO H22,H26,H27 H28, H29,H30,H3 1, H32,H38,H39,H40,H4 1, H42,H44,H45,H46,H47,H48
MRO H22 H94,H95,H96,H97,H98
NAS H84,H85,H86,H87,H88.H89,H90.H91,H92,H93
SAL H114.HI115
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Wyznaczona ilos¢ substytucji wynosita 101, z czego 96 stanowily tranzycje, 5

transwersje oraz stwierdzono 5 miejsc z insercja/delecja. Srednia liczba réznic
pomigdzy haplotypami k wyniosta 7,59 + 3,55, A przyjelo wartos¢ 0,976 + 0,002, a
0,022 £ 0,011. Uzyskane frekwencje nukleotydowe wygladaly nast¢pujaco: C: 17,87 %,
T: 29,80 %, A: 43,06 %, G: 9,27 %. Wynik ten wskazuje na niski udzial guaniny, co
jest typowe dla genomu mitochondrialnego (Zhang i Hewitt, 1996).
Wigkszos¢ haplotypéw byla unikatowa dla danej lokalizacji i tak haplotypy
wystepujace tylko w jednym miejscu stanowily 76,6% (92 haplotypy) wszystkich
stwierdzonych. Natomiast 26 haplotypéw wystapilo w dwoch badz trzech lokalizacjach
co stanowilo 21,6%. Jedynie dwa haplotypy H21 oraz H22 odnotowano odpowiednio w
51 7 r6znych stanowiskach (Tabela 5).

Poniewaz liczba haplotypéw rosnie wraz ze wzrostem liczby analizowanych
prob, zalezno$¢ ta wykorzystano do oszacowania calkowitej liczby haplotypow, jaka
moze wystgpowa¢ na badanym obszarze. Oszacowana liczba haplotypéw wynosita
Nh= 203 + 20 (Rycina 2). Obliczona mediana réwna byla Me = 200, warto$¢
minimalna Min = 157, a maksymalne Max = 304,

140 -
120 |
100 -
80 -
60 -
40

20 4

0 50 100 150 200 250 300 350 400

Rycina 2. Krzywa akumulacji zaleznosci liczby wszystkich haplotypow (H)

stwierdzonych w Polsce od liczby zanalizowanych préb (n).
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Genetyczna struktura populacji gackéw brunatnych

Przeprowadzony test Mantela na podstawie macierzy dystansu genetycznego D,
(Zalacznik II) wykazal dodatnia korelacje (r = 0,45, n = 398; P [1 0,001; Rycina 3)
mig¢dzy dystansem geograficznym a genetycznym, co wskazuje na zgodno$¢ z modelem

izolacji przez dystans.
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Rycina 3. Zalezno$¢ miedzy dystansami genetycznym D, a geograficznym. Punkty

oznaczaja dystans mi¢dzy poszczegdlnymi parami stanowisk.

Takze skonstruowane dendrogramy dystanséw genetycznych D, metoda N-J
(Rycina 4), UPGMA (Rycina 5) oraz ME (Rycina 6) wskazaly na istnienie zwiazku
migdzy dystansem genetycznym D, a odlegloscia geograficzng. Wszystkie otrzymane
drzewa pokazaly podzial na dwa gléwne klady. Jednak na drzewie przy pogrupowaniu
metoda UPGMA (Rycina 5) trzy grupy lokalne (GON, BIA, TRZY) znalazly si¢ w
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pierwszym kladzie, natomiast w przypadku pozostatych drzew w kladzie I dodatkowo
znalazia si¢ grupa NAS jako grupa zewnetrzna (Ryciny 4 i 6). Drugi klad stanowity
pozostale stanowiska. Otrzymane dendrogramy stanowily podstawe do laczenia

osobnikéw z poszezegélnych lokalizacji i przeprowadzenia analizy AMOVA.

LEZ
MLY
ANT
CZAR
CHORZ
szu
fsLu
JEL
SOwW
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—SuUD
SZACH
BES
TAR
MRO
WWA
PUL

TOM
NAS

—— GON
BIA
——— TRZY

Rycina 4. Dendrogram dystanséw genetycznych D, migdzy grupami lokalnymi

skonstruowany metoda N-J.
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Rycina 5. Dendrogram dystanséw genetycznych D, migdzy grupami lokalnymi

skonstruowany metoda UPGMA.
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Rycina 6. Dendrogram dystanséw genetycznych D, migdzy grupami lokalnymi

skonstruowany metoda ME.

Na podstawie powyzszych dendrograméw oraz uwzgledniajac bliskosé
geograficzng stanowisk, mozliwe bylo laczenie jednostek na wiele sposobéw. Podziaty
testowane metoda AMOVA przedstawia Tabela 6. Wszystkie przeprowadzone podziaty
byly istotne statystycznie, uzyskane wartosci wspolczynnika @, sq bardzo zblizone do
siebie. Najwyzsza warto$¢ otrzymano w przypadku podzialu populacji na osiem grup.
Przeprowadzona analiza sugeruje wigc istnienie o$miu grup (oznaczonych G1-G8, dalej
zwanymi grupami lokalnymi) skupiajacych osobniki z 23 stanowisk (Tabela 7, Rycina

7), przy czym grupa o najwigkszym dystansie genetycznym (w stosunku do pozostatych
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Rycina 5. Dendrogram dystanséw genetycznych D, migdzy grupami lokalnymi

skonstruowany metoda UPGMA.
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Rycina 6. Dendrogram dystansow genetycznych D, migdzy grupami lokalnymi

skonstruowany metoda ME.

Na podstawie powyzszych dendrograméw oraz uwzgledniajac bliskos¢
geograficzng stanowisk, mozliwe bylo laczenie jednostek na wiele sposobow. Podziaty
testowane metodg AMOVA przedstawia Tabela 6. Wszystkie przeprowadzone podziaty
byly istotne statystycznie, uzyskane warto$ci wspolczynnika @, sq bardzo zblizone do
siebie. Najwyzsza warto$¢ otrzymano w przypadku podziatu populacji na osiem grup.
Przeprowadzona analiza sugeruje wigc istnienie o$Smiu grup (oznaczonych G1-G8, dalej
zwanymi grupami lokalnymi) skupiajacych osobniki z 23 stanowisk (Tabela 7, Rycina

7), przy czym grupa o najwigkszym dystansie genetycznym (w stosunku do pozostalych
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grup lokalnych) wydaje si¢ by¢ grupa lokalna skladajaca si¢ z trzech lokalizacji: GON,
BIA, TRZY.

Tabela 6. Testowane metoda AMOVA podzialy grup lokalnych, oraz wartosci statystyk
@ dla poszczegblnych podzialdéw. Komorki zaznaczone na szaro przedstawiaja podziat
maksymalizujacy poziom zréznicowania migdzy wyznaczonymi grupami (w tym
przypadku warto$¢ wspo6lczynnika @, jest najwyzsza). Liczby w kolumnie drugiej
odnosza si¢ do nastgpujacych zgrupowan: 1 Gon+Bia+Trzy; 2 Nas+Zboj+Pul+Tom;
3 Mro+Waw+Szach+Tar; 4 CzartJel+Slu; 5 Chorz+Szub; 6 Uni; 7 Lesz+Mly;
8 Sud+Sow+Bes+Ant.

L.p. Mozliwy podzial na grupy lokalne D, D, D,
1 | 1.23.45.6.7.8 030260 | 0.18344 | 0.43053
2 [1.23,4.5.6)7.8 0.28740 | 0.20150 | 0.43099
3 [ 1.23.(4.5.6+-MLY).8(+LEZ) 0.28807 | 0.20861 | 0.43658
1(-GON).2(-PUL + MRO) 3(-MRO-SZACH-
TAR+CHORZ+GON+PUL), (4(+SZU+MLY),
4l e e 024713 | 025541 | 043942
8(+SZACH+ TAR+LEZ)
1.2(+MRO) 3(-MRO+CHORZ) 4.5(-CHORZ),
5 [ enhse L 029586 | 0.19773 | 0.43509
6 | 1(+PUL),2(-PUL+MRO)3(-MRO).4.5.6, 7.8 0.27900 | 0.20597 | 0.42751
[(+PUL).2(-PUL+MRO),3(-MRO).4(-SLU),
7| st v 027620 | 020863 | 0.42721
I(+PUL).2(-PUL+MRO).3(-MRO).4(-SLU),
¢ oo e 028340 | 021259 | 0.43575
9 | 1,2(-PUL)3(+PUL)4,5.6,7.8 030358 | 0.18299 | 0.43101
10 é’g(f UL),3(+PUL+CHORZ),4,5(-CHORZ), 029917 | 0.18943 | 0.43193
[1_| 1,2(PUL+MRO)3(+PUL-MRO).4,5.,6,7.8 0,29956 | 0,18607 | 0,42989
12 | 1,2(-PUL).3(+PUL).4.5.6.7(-LEZ), 8(+LEZ) 10.30399 | 0,18939 | 0,43580
13 | 1,2(-PUL),3(+PUL),(4,5,6,1(-LEZ)), 8(tLEZ) | 0,28899 | 0,20826 | 0,43707
14 | 1(+PUL).2(-PUL).3.4,5.6,7(-LEZ), 8(+LEZ) 0.28352 | 020851 | 0.43292
1(-GON).2(-PUL)3(+PUL+GON).4.,5.6,7
Biles 024038 | 024863 | 0.42925
16 | 1,23,(4:6).5.7.8 029283 | 0.19441 | 0.43031
17 | 1,2(-PUL),3(+PUL).(4.,6,7(-LEZ)).5,8(FLEZ) 029332 | 0.20199 | 0.43606
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Tabela 7. Sktad grup lokalnych wyznaczonych na podstawie analizy AMOVA.

Symbol Lokalizacje przyporzadkowane do
|_grupy lokalnej | grupy
G1 (GON+BIA+TRZY)
G2 (NAS+ZBO+TOM)
G3 (MRO+WWA+SZACH+TAR+PUL)
G4 (CZARHJELASLU)
G5 (CHORZ+SZU)
G6 (UNI)
G7 (MLY)
G8 (SUD+SOW+BES+ANT+LEZ)

<

Rycina 7. Przestrzenne rozmieszczenie 8 grup lokalnych na terenie kraju.
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Najwigksza liczebno$¢ w wyznaczonych grupach stwierdzono w G8, a liczba
wyznaczonych haplotypow w tej grupie byla druga co do wielkosci i wynosita 40. Po
jednym haplotypie stwierdzono w dwoch grupach G6 i G7, ktorych liczebnos$ci rowniez
byly niskie (odpowiednio 8 i 16 osobnikow). Najwigksze wartosci 4 stwierdzono dla
grup lokalnych wystepujacych na poludniu kraju (G2, G8), gdzie odlawiano osobniki
glownie podczaj rojenia. Wynik ten jest zgodny z obliczonym 4 (0,976) dla wszystkich
osobnikéw odlawianych w czasie rojenia (patrz rozdzial Zr6znicowanie genetyczne dla
trzech typow stanowisk). Rownie wysoka warto$¢ uzyskata grupa G3, ktoérej znaczng
cze$¢ stanowily osobniki pozyskane podczas zerowania. Najmniejsze zroznicowanie
zaréwno haplotypowe, jak i nukleotydowe stwierdzono dla G1 w grupie tej dla 43
osobnikoéw zaobserwowano jedynie 6 haplotypow. Tak niskie warto$ci sa wynikiem
pochodzenia osobnikéw z tej grupy gléwnie z trzech kolonii. Najmniejsza warto$¢ k

uzyskano rowniez dla tej grupy lokalnej (Tabela 8).

Tabela 8. Liczba osobnikéw (n) i haplotypéw (H) w poszczegélnych grupach oraz

wartosci indeksow: A, m, k.

Gru

Iokal[:I); = = i o k
G1 43 6 0,728 0,007 2,68
G2 40 33 0,989 0,026 8,98
G3 74 45 0,978 0,023 7,86
G4 21 8 0,833 0,012 4,14
G5 14 5 0,802 0,010 3,62
G6 16 1 - - -
G7 8 1 - - -
G8 171 40 0,934 0,015 5,32

p 387

Obliczony og6lny indeks utrwalenia réwny byl Fsr = 0,39 (P < 0,001). Wynik
ten wskazuje na wysokie zréznicowanie genetyczne w badanej populacji.

W celu zobrazowania zaleznosci pomig¢dzy grupami lokalnymi skonstruowano
dendrogramy dystanséw genetycznych D4. Drzewa N-J i ME nie r6znig si¢ topologia
(Rycina 8 i 10). Oba wskazuja na podzial na dwa gléwne klady. Pierwszy z nich sklada
si¢ z grup G4-G8, polozonych w centralnej oraz péinocno- i poludniowo-zachodniej
czesei kraju. Grupa G3 zajmuje zewngtrzng pozycje w stosunku do tego kladu. Drugi

klad sktada si¢ z dwoch grup G1 oraz G2. Dendrogram skonstruowany metoda UPGMA
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rowniez laczy dwie grupy G4 i G8, natomiast pozostale grupy zajmuja zewngtrzne

pozycje z czego grupa najbardziej zewnetrzng jest G1 (Rycina 9).
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|
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SG2

Rycina 8. Dendrogram dystanséw genetycznych D, miedzy grupami lokalnymi

skonstruowany metoda N-J.
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Rycina 9. Dendrogram dystansow genetycznych D, migdzy grupami lokalnymi

skonstruowany metoda UPGMA.
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Rycina 10. Dendrogram dystanséw genetycznych D, mig¢dzy grupami lokalnymi

skonstruowany metoda ME.

Analiza z  wykorzystaniem algorytmu Monmoniera pozwolita na
zidentyfikowanie barier w przeptywie genéw pomigdzy stanowiskami. Pierwsza bariera
wyliczona na podstawie macierzy dystansow genetycznych D, oddziela trzy stanowiska
we wschodniej czgscei kraju (TRZY, GON, BIA) od pozostatych (Rycina 11). W grupie
tych stanowisk kolejna bariera ogranicza lokalizacj¢ GON izolujac ja od dwoéch
pozostalych; podobnie UNI zostala ograniczona barierg od wszystkich sasiadujacych.
Inna bariera dzieli poludniowa cz¢s$¢ Polski, przy czym wigkszy dystans obliczony
zostal migdzy grupa BES a sasiadujacymi TOM oraz ZBO. Geometria uzyskanych
barier, oprdcz izolacji dwoch pojedynczych grup, dzieli przestrzen ,,punktow’ na strefe
wschodnig 1 zachodnia, przy czym migdzy grupami po wschodniej stronie obszaru
wystepuje silna bariera wskazujaca na bardzo ograniczony przeplyw genéw miedzy

grupami GON, TRZY, BIA a grupami PUL, TOM, ZBO, MRO, NAS.
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Rycina 11. Analiza algorytmu Monmoniera. Czarne linie reprezentuja wieloboki
Voronoi’a, czerwone odpowiadaja zidentyfikowanym barierom genetycznym pomiedzy
grupami lokalnymi, a ich grubo$¢ jest proporcjonalna do wielkosci dystanséw

genetycznych migdzy nimi.

Analiza stopnia migracji pomi¢dzy grupami lokalnymi

Oszacowane warto$ci pomiedzy poréwnywanymi parami grup lokalnych
wskazujgq na bardzo malg liczb¢ samic migrantow (Tabela 9, Rycina 13). Najnizsze
wartosci (od 0,2 do 1,5 migranta na pokolenie) uzyskano w przypadku poréwnania
grupy Gl z pozostalymi grupami. Najwyzsza liczb¢ migrantéow (15,3 osobnika na
pokolenie) oszacowano pomigdzy grupami z potudniowego i centralnego obszaru kraju
(G2-G3). Dla tej analizy nie mozna bylo oszacowanie gornego przedziatlu ufnosci,
poniewaz wykres prawdopodobienstwa nie osiggnal wartosci zero (Rycina 14).
Wspétczynnik efektywnej wielkosci populacji skalowany przez tempo mutacji zawiera
si¢ w przedziale 4,5-23, jednak uzyskane przedzialy ufnosci w wigkszosci przypadkow
pokrywaja si¢ w zakresach, z wyjatkiem analizy generujacej najmniejszg wartosé

(Rycina 12).
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Tabela 9. Warto$ci wspolczynnikow 6, M, t, tMRCA wyznaczone dla par grup
lokalnych.

nw - warto$ci niewyznaczone

Pa
_gmrl}; 0 (95% CI) M (95% CI) t tMRCA
G1-G2 11,3(8,07-17,03) 1,2(0,48-3,52) 54278 109 337
G1-G3 13,5(9,59-18,29) 1,5(0,74-4.1) 129 602 141 217
G1-GP 4.5(2,97-6,96) 0,2(0,05-0,66) 90 852 119313
G1-G8 12,8(9,43-17,23) 0,4(0,16-1,03) 94 348 141 341
G2-G3 23,0(18,62-32,86) 15,3(8,7-nw) nw 132 774
G2-GP 14,5(10.85-20.48) 1,2(0.5-3,28) nw 119 157
G2-G8 18,7(14.66-24.,23) 1,8(0,88-5) nw 132318
G3-GP 17,6(13,34-23,89) 2,1(0,88-5) nw 141 611
G3-G8 20,1(16.,44-25,93) 3.2(2-5.84) nw 137 844
GP-G8 12,6(10,06-16,95) 2,5(1,4-5) nw 132 980

Czas rozejscia si¢ grup obliczony zostal jedynie pomigdzy grupa Gl a
pozostalymi grupami lokalnymi (Tabela 9, Rycina 15), ze wzgledu na jednorodny
rozklad prawdopodobienstwa parametru 7' dla pozostalych analiz. Najkrotszy okres
dywergencji pomigdzy dwoma grupami obliczony zostal w przypadku osobnikéw z
obszaru wschodniego i poludniowego Polski (G1-G2). Czas jaki uptynal od posiadania
wspdlnego przodka powinien by¢ zawsze diluzszy od czasy dywergencji populacji.
Uzyskane wyniki dla tMRCA mieszcza si¢ w przedziale od 109 337 lat (dla grup G1-
G2) do 141 611 lat (dla grup G3—GP), i sa wyzsze niz czas dywergencji osobnikow dla

analogicznych par regionéw.

46
http://rcin.org.pl



0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00
0

Rycina 12. Rozklad prawdopodobienstwa (P) parametru # pomigdzy parami grup

lokalnych.
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Rycina 13. Rozklad prawdopodobienstwa (P) parametru M pomigdzy parami grup

lokalnych (oprécz grup G2-G3).
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Rycina 15. Rozklad prawdopodobienstwa (P) parametru 7" pomiedzy czterema parami

grup lokalnych.
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Zréznicowanie genetyczne dla trzech typéw stanowisk

Dla 173 osobnikéw pochodzacych z kolonii liczba uzyskanych haplotypow
wyniosta 27, zréznicowanie haplotypowe A oraz nukleotydowe 7 wyniosto odpowiednio
0,930 + 0,006 i 0,021 + 0,011. Z kolei z miejsc rojenia odlowiono 131 osobnikéw, dla
ktorych stwierdzono 72 haplotypy. Obliczone wspolczynniki dla tej grupy byly wyzsze
niz w przypadku kolonii i wynosity 0,976 + 0,006 (k) oraz 0,023 + 0,012 (x). Po$rednia
wartos¢ h = 0,952 + 0,014 stwierdzono u 94 nietoperzy odlowionych na zerowiskach,
natomiast 7 bylo nizsze 0,019 + 0,010. Dla tej grupy wykazano 49 haplotypow.
Ewidentnie najmniejsza Srednig liczbg haplotypéw uzyskano w przypadku odlowow w
kolonii, a najwigksze $rednie wartosci oszacowano dla prob pochodzacych z rojen.
Roéwniez niska $rednig liczbg haplotypéw obliczono dla osobnikéw odlowionych w
czasie zerowania, jednak znaczny wplyw na uzyskany wynik miala duza liczba
stanowisk w jakich odtowy mialy miejsce (Tabela 10).

Najwyzsza warto$¢ catkowitej liczby haplotypow, jaka moze wystgpowac na badanym
obszarze, uzyskano na podstawie danych dla préb pochodzacych z rojenia (NA = 199 +
51) a znacznie nizsze oszacowanie dla osobnikéw z kolonii (Nh = 32 + 2). Wynik
posredni uzyskano dla trzeciej grupy zwierzat (Vb = 143 £ 104) z duzym odchyleniem

(Rycina 16). Wartosci minimalne, maksymalne oraz mediang przestawia Tabela 10.

Tabela 10. Liczba haplotypéw (H), liczba stanowisk (NS) oraz $rednia liczba
haplotypéw na stanowisko, uzyskane w zaleznosci od charakteru grupy. Ponadto
podano mediang (Me), warto$ci minimalng (Min) i maksymalng (Max) calkowitej

liczby haplotypéw odpowiednio dla kolonii; (K), miejsc rojenia (R) i dla zerowisk (Z).

Grupa | H NS | $rl. haplotypow Me Min Max
K 27 11 2,45 32 26 52
R 72 7 10,28 184 126 645
Z 49 17 2,88 125 77 2686
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Rycina 16. Krzywa akumulacji zaleznosci liczby haplotypéw (H) stwierdzonych w
koloniach nietoperzy (K), miejscach rojenia (R) i zerowania (Z) od liczby

przeanalizowanych préb (n).

Przeprowadzony test Mantela na podstawie macierzy dystansu genetycznego D,
pomigdzy koloniami letnimi wykazal dodatnia korelacje (» = 0,55, P < 0,001; Rycina
17A) migdzy dystansami geograficznym a genetycznym. Wskazuje to na zgodno$¢ z
modelem izolacji przez dystans mi¢dzy badanymi koloniami rozrodczymi. Rowniez w
przypadku osobnikéw pochodzacych z miejsc rojenia i zerowisk test ten wykazal
dodatnia, istotng statystycznie zalezno$¢, jakkolwiek nieco nizsze wspolczynniki

korelacji (odpowiednio » = 0,50, P < 0,05 i » = 0,46, P < 0,001; Rycina 17B i C).
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ZaleznoSci filogeograficzne i analiza demograficzna krajowej populacji gacka

brunatnego

Wszystkie przeprowadzone testy neutralnosci potwierdzajg ekspansje przez jakq
przeszla polska populacja gackéw brunatnych (Tabela 11). Test o najwigkszej mocy Fs
zaréwno dla calej populacji jak i dla obu kladéw (patrz rozdzial Relacje filogenetyczne
mig¢dzy haplotypami mtDNA gackéw brunatnych z Polski) przyjal ujemne, istotne
statystycznie wartosci. Test Dy tylko w przypadku kladu II nie uzyskal wartosci istotne;j.
Jednak w przypadku kladu I, jak i calej populacji wynik testu potwierdza istotny wzrost
liczebnosci tych grup, co skutkuje wigksza niz spodziewana liczba rzadkich
haplotypow. Testy D* i F* s podobne do testu D7 i rowniez wrazliwe na duza liczbe
mutacji w mlodszych gal¢ziach genealogicznych; wartosci tych testow réwniez sa
ujemne, jednak w przypadku kladu II test D* jest nieistotny statystycznie (jakkolwiek

blisko granicy istotnosci).

Tabela 11. Warto$ci réznych testow neutralnosci (D7, D*, F*, Fs) oraz odpowiadajace
im warto$ci prawdopodobienstwa (P); wartosci istotne statystycznie (P < 0,05)

przedstawiono pogrubiong czcionka.

L. préb Dr P Fs P D* P JO% 2

398
(Cala
populacja) | -1,535 0,024 | -110,472 | 0,000 -3,437 0,004 -2,980 0,003
312
(Klad I) -2,006 0,002 -34,166 | 0,000 -2,892 0,005 -2,955 0,004
86
(Klad IT) -1,320 0,072 -15,435 | 0,000 -1,686 0,057 -1,849 0,048

Hipoteze dywergencji na dwa gléwne klady potwierdzila réwniez analiza
rozkladu réznic nukleotydowych (mismatch distribution). Rozklad obliczony dla calej
polskiej populacji gackéw brunatnych byt dwumodalny (Rycina 18A). Jeden z pikéw
odpowiada sumie réznic nukleotydowych pomigdzy tymi dwoma kladami (~15 réznic
nukleotydowych), natomiast drugi pik odpowiada liczbie réznic nukleotydowych
mi¢dzy haplotypami w obrgbie kladow (~6 réznic nukleotydowych). Uzyskany wynik
moze sugerowaé ekspansje, ktéra miata miejsce w przeszlosci, z dwoch odrgbnych

refugiow postglacjalnych. Rozklady wygenerowane dla obu kladéw indywidualnie
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mialy ksztalty jednomodalne (Rycina 18B i 18C); rozklad dla kladu I wykazal $rednia
liczbg réznic nukleotydowych 4,494 (7 = 4,746), natomiast dla kladu II 3,348 (7 =
3,797). Uzyskane jednomodalne rozklady réznic nukleotydowych moga wskazywaé na
niezalezny wzrost liczebnosci obu kladow w przeszlosci. Nizsza warto$¢ wspélezynnika
7 $wiadczy o pdzniejszej, w sensie ewolucyjnym, ekspansji kladu II w poréwnaniu do
wczesniejszej ekspansji, ktora miata miejsce w przypadku kladu I.

Analiza rozkladu r6znic nukleotydowych przeprowadzona dla calej proby nie
wykazala istotnej roéznicy miedzy przyjetym modelem ekspansji demograficznej a
uzyskanym rozkladem P sp = 0,216. Rozklad r6znic nukleotydowych dla kladu II
rowniez nie roznil si¢ istotnie od przyjetego modelu Pssp) = 0,067, w przeciwienstwie
do wyniku uzyskanego dla kladu I Pgsp) = 0,001 (Tabela 12). W tym przypadku model
ekspansji geograficznej wydaje si¢ lepiej opisywac¢ uzyskany wynik Psp = 0,060.
Wspélczynnik nieréwnomiernosci Rg w tych dwoch przypadkach réwniez nie wykazat
istotnych réznic w gladkosei funkcji (P > 0,05), tylko w przypadku kladu I jego wartos¢
byla istotna statystycznie (Rg = 0,0230, Py, < 0,001), co wskazuje, ze otrzymany
rozklad funkcji w czgsei punktow jest nierézniczkowalny. Wartosci testu R, dla calej
populacji oraz kladu I pozwolily odrzuci¢ hipotez¢ o istnieniu populacji w stanie
réwnowagi zgodnie z neutralng teorig ewolucji Kimury (P < 0,05).

Na podstawie uzyskanych wartosci wspélczynnika 7 oszacowano takze czas,
jaki uplynal od wystapienia zjawiska ekspansji. Dla calej proby wyniést on okolo
38 400 generacji, co przy zalozeniu dwodch lat na pokolenie, réwne jest 77 000 lat,
jednak 95% przedzial ufnosci jest bardzo szeroki (32 000-357 000). Czas rozpoczgcia
ekspansji obliczony dla poszczegdlnych kladow, oraz 95% przedzial ufnosci wynosi:
dla kladu I okoto 138 000 lat (~ 125 000-151 000), a dla kladu II 111 000 lat
(~ 55 000-147 000). Poziom zr6znicowania genetycznego pomie¢dzy kladami wyniost
3.8%.
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Tabela 12. Wyniki statystyk analizy rozkladu réznic nukleotydowych; wartosci

wspolczynnikow &, w nawiasach kwadratowych warto$ci minimalne oraz maksymalne;

wartosci statystyk 6y, 6;, 7, w nawiasach normalnych podano zakres przedzialow

ufnosci przy o=0,01; wartosci sumy kwadratéw odchylen (SSD) dla modelu ekspansji

demograficznej (D) i geograficznej (G), wyniki wspolczynnikéw nieréwnomiernosci Rg

i R>; w nawiasach klamrowych podano prawdopodobienstwa tych statystyk.

SSD(D) | SSD(G) | Re | R
L. préb k 0 0, T Pisp) | Pissp) | Prg | Py
398
(Cala 7,59 5,10 99999 2,63 0,017 0,017 0,012 | 0,036
populacja) |[3,48-18,34]/(0,00-17,19)|(14,84-99999)|(0.81-16,16)| {0,216} | {0,138} |£0,136} | {0,031}
312 4.49 0,00 99999 4,74 0,004 0,004 0,023 | 0,025
(Klad 1) | [4,29-5.47] | (0,00-0,56) [(60,25-99999)| (4,24-5.42) | {0,001} | {0,060} |{0,000}|¢0,010}
86 3,34 0,00 46,01 3,79 0,010 0,007 0,035 | 0,054
(Klad 11) | [2,30-521] | (0,00-2,12) | (9,52-99999) | (1,52-5,43) | {0,067} | {0,368} |{0,124}|{0.082}
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analizowanej proby, B) w kladzie I i C) w kladzie II. Linia przerywana oznacza

oczekiwany rozktad r6znic nukleotydowych.
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Relacje filogenetyczne mi¢dzy haplotypami mtDNA gackéw brunatnych z Polski

Relacje filogenetyczne migdzy haplotypami przedstawione zostaly za pomoca
sieci z wykorzystaniem algorytmu median-joining zawartego w programie Network.
Uzyskana sie¢ haplotypéw charakteryzuje si¢ podzialem na dwa glowne klady, z czego
liczniejszy pod wzgledem liczby haplotypéw (klad I) wyraznie charakteryzuje sig
topologia w ksztalcie gwiazdy. Haplotyp centralny H22 cechuje jedna z najwyzszych
frekwencji. Pozostale haplotypy w kladzie I r6znig si¢ od haplotypu centralnego jedynie
o kilka substytucji. Najwi¢ksza liczb¢ mutacji w stosunku do haplotypu H22 mial
haplotyp H105. Wystepujace w sieci pgtle z oznaczonymi na czerwono numerami
krokow mutacyjnych, w przypadku tych samych miejsc substytucji $wiadczy¢ moga o
wystapieniu homoplazji. Przykladem moga by¢ zaleznosci migdzy haplotypami H61 i
H48, gdzie stwierdzono mutacje o numerze 251; ta sama mutacja wystapita pomig¢dzy
H46 i wektorem mv22. Wigkszo$¢ haplotypéw byla specyficzna dla poszczegdlnych
lokalizacji (Rycina 19), jednak rozmieszczenie haplotypéw z uwzglednieniem
wystepowania w o$miu grupach wskazuje na istnienie stabo zarysowanego wzorca
geograficznego. Zasigg przedstawicieli obu kladow jest czgsciowo izolowany pomigdzy
grupa lokalng G1 w kladzie II, a grupami G5, G6, G7 w kladzie I (Rycina 20).
Najliczniej reprezentowane haplotypy wystepujace w obu kladach naleza do G2 i G3.
Geograficzne rozmieszczenie obu kladow przedstawia Rycina 21. Dodatkowo przy
pomocy algorytmu star contraction w tym samym programie zdefiniowano klastry w
calej sieci o topologii gwiazdy i wyznaczono haplotypy centralne (Zalacznik III). W
kladzie I, oprocz H22, klastry takie tworza H21 czy H6S, jak rowniez hipotetyczne
haplotypy oznaczone sco4 i sco5 stanowia wezly centralne dla kilku haplotypow.
Podobnie w kladzie II wyznaczone zostaly klastry grupujace si¢ wokoét haplotypow
H61, H48, H88, H86.

Na podstawie otrzymanych drzew filogenetycznych uzyskano podobny obraz
(Zalaczniki IV-IX). Topologie drzew skonstruowanych r6znymi metodami wskazaly na
podzial badanej populacji na dwie gléwne grupy. Haplotyp H29 w drzewach
wykonanych metodami ML (Ryciny 22 i 23) oraz N-J (Zalaczniki IV i V) mial pozycje
zewnetrzna w stosunku do pozostatych haplotypéw nalezacych do kladu I. Natomiast w
przypadku drzewa grupowanego metoda UPGMA (Zalacznik VI i VII) zewngtrzna
pozycje miat haplotyp H105 najbardziej oddalony od haplotypu centralnego. W analizie
wykonanej metodqg MP (Zalacznik VIII i IX) haplotypy zewnetrzne dla tego kladu
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podobnie stanowily haplotypy znajdujace si¢ na peryferiach sieci: H119, H85, H67,
H17. Podobnie dla kladu II haplotypy H95 i HS mialy pozycj¢ zewngtrzng w dwoch z
czterech analiz (N-J, MP). Jednak haplotyp H61, zajmujacy pozycj¢ centralng w sieci,
w wigkszosci otrzymanych drzew zajal pozycje zewnetrzna dla znacznej liczby

haplotypow w tym kladzie.
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Rycina 19. Sie¢ haplotypéw, kolorowe okregi odpowiadaja kolejnym

haplotypom, ich wielko$¢ jest proporcjonalna do liczby osobnikéw posiadajacych

dany haplotyp, poszczegélne kolory odpowiadaja lokalizacjom (przyporzadkowanie
koloréw do stanowisk przedstawia lista z prawej strony ryciny). Mniejsze biale okregi oznaczone
mvx reprezentuja hipotetyczne haplotypy laczace stwierdzone haplotypy zgodnie z zasadami najwigkszej parsymonii.

Numery zaznaczone na czerwono reprezentuja kroki mutacyjne, z zaznaczonymi miejscami mutacji.
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Rycina 20. Sie¢ haplotypow, kolorowe okregi odpowiadajg kolejnym
haplotypom, ich wielko$¢ jest proporcjonalna do liczby osobnikéw posiadajacych

dany haplotyp, poszczeg6lne kolory odpowiadajg grupom lokalnym (przyporzadkowanie

koloréw do grup lokalnych przedstawia lista z prawej strony ryciny). Haplotypy nieprzypisane
do grup zaznaczone sa kolorem czarnym. Mniejsze biale okrggi oznaczone mvx reprezentujg hipotetyczne haplotypy taczace stwierdzone
haplotypy zgodnie z zasadami najwigkszej parsymonii. Numery zaznaczone na czerwono reprezentuja kroki mutacyjne z zaznaczonymi

miejscami mutacji.

http://rcin.org.pl

Gl

G2

G3

G4

G5

G6

G7

G8

59




Rycina 21. Lokalizacja zbadanych prob i frekwencji haplotypéw z poszczegélnych
kladow u gackéw brunatnych w Polsce. Kolor bialy oznacza haplotypy wystepujace w

kladzie I, kolor czarny w kladzie II.
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Rycina 22. Drzewo haplotypoéw regionu kontrolnego mtDNA gackéw brunatnych z
Polski skonstruowane metoda ML; klad I zaznaczony jest kolorem niebieskim, a klad I1

czerwonym.
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Rycina 23. Drzewo haplotypéw regionu kontrolnego mtDNA gackéw brunatnych z
Polski skonstruowane metoda ML; na drzewie zaznaczono wartosci bootstrap co
najmniej 50%. Kolorem zielonym zaznaczono haplotypy. wywodzace si¢ z jednej

galezi, ktore pogrupowano ze sobg w celu zwigkszenia czytelnosci dendrogramu.
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Analiza filogenetyczna migdzy znanymi haplotypami mtDNA gackéw brunatnych
z Europy

Z bazy GenBank zebrano i uliniowano sekwencje HVI mtDNA gackéw
brunatnych z uzyskanymi w powyzszej pracy haplotypami. W celu poréwnania i
ujednolicenia dtugosci analizowanego fragmentu sekwencji uzyto fragment o diugosci
343 pz. Wykorzystano 14 haplotypéw pochodzacych z badan Spitzenberger i in. (2001)
oraz Juste i in. (2004). Zaden z dodanych do analizy haplotypéw z bazy GenBank nie
wystapil w badanej probie. Drzewa filogenetyczne uzyskane metodami ML (Ryciny 24
i 25) oraz MP (Zatacznik XIV i XV) wskazalo, ze haplotypy z Hiszpanii i Szwajcarii
tworza, zewnetrzny trzeci klad w stosunku do pozostalej grupy haplotypow. Jednak
drzewa uzyskane dwoma kolejnymi metodami (N-J i UPGMA), grupe tych haplotypéw
podzielity na dwa klady z czego jeden w pozycji zewnetrznej w stosunku do drugiego
(Zataczniki X — XIII). Dodane haplotypy, pochodzace z pozostalych trzech panstw, nie
wplynely na topologie drzew filogenetycznych wskazujacych podzial na dwa glowne
klady. Haplotyp wykazany w Niemczech we wszystkich analizach zajal pozycje w
kladzie II, natomiast pozostale sekwencje w kladzie I.

Przy uzyciu programu Network wykonano szkielet sieci zaleznosci miedzy
haplotypami. Stopien komplikacji sieci zawierajacej wszystkie haplotypy okazal si¢
zbyt wysoki aby mozliwa byla interpretacja zaleznosci migdzy haplotypami. Uzyskano
uproszczong sie¢ zawierajaca 62 haplotypy stanowiace podstawe dla sieci
uwzgledniajacej wszystkie haplotypy. Dodane haplotypy P. auritus 3 oraz 6 r6znig sig
zaledwie jedng badz dwoma mutacja od innych stwierdzonych haplotypéw, natomiast
haplotypy reprezentujace Hiszpani¢ stanowia bardzo odlegla grupe pod wzgledem
liczby mutacji w stosunku do badanej populacji (Rycina 26).
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Rycina 24. Drzewo haplotypéw regionu kontrolnego mtDNA gackéw brunatnych z
obszaru Europy skonstruowane metodg ML; klad I zaznaczony jest kolorem niebieskim,
klad II - czerwonym, klad reprezentujacy osobniki pochodzace z Hiszpanii i Szwajcarii
- szarym. Haplotypy dodane z bazy (GenBank) oznaczone sa P. auritus x. (haplotypy

pochodzace z Hiszpanii oznaczone sg numerami 1-2, 7-10, 13, z Danii 3-5, ze
Szwajcarii 11-12, z Niemiec 6, a z Austrii 14).
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Rycina 25. Drzewo haplotypéw regionu kontrolnego mtDNA gackéw brunatnych z
Europy skonstruowane metoda ML: na drzewie zaznaczono wartosci bootstrap co

najmniej 50%. Kolorem zielonym zaznaczono haplotypy, wywodzace si¢ z jednej

galezi, ktore pogrupowano ze soba w celu zwigkszenia czytelnosci dendrogramu.
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Rycina 26. Sie¢ haplotypoéw, szare okrggi oznaczaja kolejne haplotypy. Wezly
oznaczone sco stanowia wektory, ktére zostaly zidentyfikowane jako wezly centralne.

Mniejsze biale okregi oznaczone mvx reprezentuja hipotetyczne haplotypy laczace

stwierdzone haplotypy zgodnie 2z zasadami najwigkszej parsymonii. Numery

zaznaczone na czerwono reprezentuja kroki mutacyjne z zaznaczonymi miejscami

mutacji. Oznaczenia P. a. x dotycza P. auritus z kolejnym numerem.
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Analiza filogenetyczna unikatowej probki gacka z Armenii wskazata, ze
uzyskany haplotyp grupuje si¢ razem z haplotypem z Rosji (z okolic morza Czarnego),
przy czym réznica migdzy tymi haplotypami réwna jest jednej mutacji. Wsp6lng grupe
tworza trzy haplotypy pochodzace z Wloch, Austrii oraz Szwajcarii, a kolejng
haplotypy z Polski, Niemiec i Rosji. Haplotypem o najwigkszej liczbie krokéw
mutacyjnych w stosunku do pozostatych jest haplotyp hiszpanski (Rycina 27). Roéwniez
drzewo filogenetyczne uzyskane metodqg ML wskazalo, ze haplotyp ormianski tworzy
wspOlny klad z haplotypem rosyjskim H3. Pozostale haplotypy tworza wsp6lny klad z
haplotypem polskim w pozycji zewnetrznej, oprocz haplotypu pochodzacego z
Hiszpanii, ktéry wykazuje najwigkszy dystans genetyczny do pozostatych oraz ma

pozycje zewngtrzna w stosunku do wszystkich haplotypéw (Rycina 28).

H10 Wiochy

H9 Austria

H6 Szwajcaria

HS5 Rosja
H2 Armenia
)/A’y»/-“‘/x\)
H4 Rosja 4 H3 Rosja

HI Polska 14

H8 Hiszpania

Rycina 27. Sie¢ haplotypéw, szare okregi oznaczaja kolejne haplotypy. Mniejsze
czerwone punkty reprezentuja hipotetyczne haplotypy laczace wystepujace haplotypy
zgodnie z zasadami najwigkszej parsymonii. Numery zaznaczone na czerwono

reprezentuja kroki mutacyjne z zaznaczonymi miejscami mutacji.
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Rycina 28. Drzewo haplotypéw regionu kontrolnego mtDNA gackéw brunatnych z
Eurazji skonstruowane metoda ML; na drzewie zaznaczono wartosci bootstrap co

najmniej 50%.
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DYSKUSJA

Ocena poziomu zmiennosci rejonu kontrolnego mitochondrialnego DNA

W przypadku nietoperzy z Polski na 398 przeanalizowanych préb stwierdzono
az 120 haplotypéw (30,2%). Jeszcze wyzszy procent haplotypéw w stosunku do liczby
zbadanych nietoperzy (106/203 = 52,2%) zaobserwowali Chen i in. (2006) analizujac
ten sam marker genetyczny u podkowca Rhinolophus monoceros. Warto zaznaczyé, ze
HVI jest jednym z dwoch markeréw genetycznych o tak wysokiej zmiennosci,
wystepujacym w regionie kontrolnym mtDNA (Wilkinson i in., 1997). Drugim jest
HVII. W badaniach nietoperzy réwniez w przypadku HVII otrzymywano wysokie
liczby haplotypéw w stosunku do liczby badanych prob (Petit i Mayer, 2000; Ruedi i
in., 2008).

Wigkszo$¢ populacji nietoperzy wykazuje wysokie wartosci wskaznikow
zroznicowania genetycznego. Warto$¢ zréznicowania haplotypowego wyliczona dla
gackow brunatnych z naszego kraju (2 = 0,97) jest rowniez wysoka, co zwigzane jest z
duza liczbg zidentyfikowanych haplotypéw H = 120 oraz ich niska frekwencjg. Rownie
wysokie zréznicowanie haplotypowe uzyskano dla R. monoceros (h = 0,91; Chen i in.,
2006), oraz borowca wielkiego Nyctalus noctula (dla 5 populacji & zawieralo si¢ w
przedziale 0,91-1,00 — Petit i Mayer, 2000). Takze w przypadku zréznicowania
nukleotydowego gackéw brunatnych otrzymane wartosci mozna uwazac za Srednie dla
nietoperzy ( = 0,022 — obecna praca). Dla poréwnania u réznych gatunkéw nietoperzy
ten sam marker genetyczny wykazal zarowno nizsze (R. monoceros = = 0,013 — Chen i
in., 2006; Leptonycteris curasoae curasoae w = 0,006 — Wilkinson i Fleming, 1996;
Macroderma gigas = = 0,006 — Worthington-Wilmer i in., 1999) jak i wyzsze wartosci
(Mystacina tuberculata, = = 0,036 — Lloyd, 2003; Tadarida brasiliensis mexicana w =
0,045 — Russell i in., 2005). Jednak w poréwnaniu do innych zwierzat, np. podr6ézniczka
(Luscinia svecica) — niewielkiego wedrownego ptaka z rodziny drozdowatych — 7 =
0,0023 (Zink i in., 2003), czy mundzaka czarnego (Muntiacus crinifrons) — ssaka
parzystokopytnego z rodziny jeleniowatych — 7z = 0,0086 (Wu i in., 2006), otrzymany
wynik jest wysoki. Wysokie zréznicowanie nukleotydowe moze wskazywa¢ zar6wno
na dluga histori¢ ewolucji badanej populacji jak i na mieszanie si¢ linii ewolucyjnych
(Frankham, 1996; Grant i Bowen, 1998; Avise, 2000). Wpltyw drugiego z tych

czynnikéw zostal potwierdzony na podstawie innych wynikow. Zaréwno otrzymane
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sieci zaleznosci haplotypow jak i drzewa filogenetyczne wskazaty na podzial polskiej
populacji gackow brunatnych na dwa wyrazne klady. Z kolei wskazniki zréznicowania
genetycznego w skali lokalnej byly najwyzsze dla grup lokalnych G2, G3 i G8, czyli dla
centralnej i potudniowej czesci kraju. Na tej podstawie mozna oczekiwal wyzszej
koncentracji gackéw brunatnych w tym rejonie. Wynik ten posrednio wydaje si¢
potwierdza¢ wigksza liczba osobnikéw odlowionych w tych grupach lokalnych.
Wskazniki & i n stwierdzone w przypadku osobnikoéw pochodzacych z réznych
typow stanowisk takze byly wysokie. Zr6znicowanie haplotypowe bylo najnizsze dla
nietoperzy z kolonii letnich (4 = 0,93). Stanowiska te charakteryzowaly si¢ nizsza niz w
innych analizowanych miejscach $rednig liczba haplotypéw oraz ich wysoka
frekwencja. Wyniki te znajduja czg$ciowe potwierdzenie w danych ekologicznych, z
ktérych jednoznacznie wynika duza filopatryczno$¢ samic (Entwistle i in., 2000).
Wysokie frekwencje haplotypéw w koloniach rozrodczych moga tez $wiadczy¢ o
spokrewnieniu osobnikow, ktére naleza do tych kolonii. Z kolei najwigksze
zréznicowanie h i m stwierdzono dla nietoperzy pochodzacych z miejsc rojenia. W
miejscach tych nietoperze gromadza si¢ w bardzo licznych grupach. Miejsca te moga
tez pelni¢ istotng rolg¢ w rozrodzie gatunku i przeptywie genow (np. Veith i in., 2004).
Caltkowita liczba haplotypéw jaka moze wystgpowa¢ na badanym obszarze
zostala oszacowana na poziomie Nh = 203. Jest ona prawie dwa razy wyzsza od
uzyskanej (H = 120), co stanowi 59% (120/203): Zebrany material w duzej czgsci
reprezentuje réznorodnos¢ haplotypow wystepujacych na badanym obszarze. Podobny
wynik stwierdzono w przypadku oszacowania catkowitej liczby haplotypéw na
podstawie prob pochodzacych z miejsc rojenia (N2 = 199). Jednak faktyczna liczba
haplotypow stwierdzonych w miejscach rojenia jest znacznie nizsza (H = 72). Zatem
jedynie 36% (72/199) oszacowanej liczby haplotypéw reprezentuje zebrana proba.
Najnizszq liczb¢ haplotypéw odnotowano w koloniach rozrodczych (H = 27) ale jest
ona bardzo zblizona do oszacowanej (Nh = 32) bowiem stanowi az 84% (27/32). Dla
trzeciego typu stanowisk — zerowisk, stosunek liczby stwierdzonych i oszacowanych
haplotypéw wynidst 34% (49/143), byl zatem na poziomie wartosci otrzymanej dla
miejsc rojenia. Warto jednak zauwazy¢, Ze na catkowita, teoretyczng liczbg haplotypow
z danego obszaru gléwny wplyw ma zaobserwowana liczba haplotypéw w odniesieniu
do liczby analizowanych préb (Kohn i in., 1999). Znacznie mniejsze zréznicowanie
haplotypowe w koloniach letnich dla badanej liczby préb skutkuje niska wartoscig

oszacowanej catkowitej liczby haplotypow, natomiast bardzo wysokie zréznicowanie
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haplotypowe zaréwno w miejscach rojenia jak i na zerowiskach skutkuje znacznie
wyzszymi warto$ciami oszacowania liczby haplotypéw w stosunku do liczby

stwierdzonych haplotypow.

Genetyczna struktura populacji stwierdzona na podstawie analizy mtDNA

Pomimo zdolnosci do lotu gacki brunatne przemieszczaja si¢ na krotkich
dystansach. Badania sezonowych przelotow wykazaly, ze S$rednia odleglosé ich
przemieszczen nie przekracza 30 km (Steffens i in., 2005). Wyniki analizy struktury
genetycznej potwierdzajg te obserwacje. Sposrod 120 stwierdzonych haplotypéw ponad
70% bylo unikatowych, charakterystycznych dla poszczegdlnych lokalizacji. Testy
Mantela, przeprowadzone zaréwno dla calej badanej populacji jak i trzech typow
stanowisk, wykazaly istotng statystycznie korelacj¢ pomigdzy dystansem
geograficznym i genetycznym. Wynik ten jest zgodny z wezes$niejszymi badaniami (np.
Burland i in., 1999). Obliczony indeks Fy, = 0,39 byl wysoki i istotny statystycznie, co
$wiadczy o duzym stopniu zréznicowania genetycznego (39%) pomigdzy osobnikami z
poszczegblnych lokalizacji. Podobny obraz uzyskano w badaniach (z wykorzystaniem
HVII) niemieckiej populacji gackow brunatnych, gdzie stwierdzono dwa razy wyzszy
stopien zréznicowania genetycznego mig¢dzy koloniami letnimi w poréwnaniu do miejsc
rojenia (odpowiednio 60% i 31% — Veith i in., 2004). Wyniki te nie pokrywajg si¢ z
danymi otrzymanymi na podstawie analiz markerow mikrosatelitarnych u gackéw
brunatnych, ktore sugeruja niskie zréznicowanie genetyczne migdzy lokalnymi
populacjami oraz intensywny przeplyw genow (Burland i in., 1999; Veith i in., 2004;
Furmankiewicz i Altringham, 2007). Niezgodnos¢ ta spowodowana jest duza réznica w
poziomie filopatrycznosei samic i samcow. Warto réwniez pamigtaé, ze markery
jadrowe i mitochondrialne sg dziedziczone w odmienny spos6b a ich analiza dostarcza
kompatybilnych informacji (Karl i in., 1992; Avise, 2004). Kiedy intensywny przeptyw
genéw jest wynikiem dyspersji samcow, podczas gdy samice sg silnie filopatryczne,
skutkuje to niskim poziomem przeplywu genéw mitochondrialnych pomigdzy
sasiednimi populacjami — wowczas stopien zréznicowania przestrzennego haplotypow
mtDNA jest wyzszy w poréwnaniu z markerami jadrowymi. W przypadku wyZszej
dyspersyjnosci samic niz samcow, nalezy oczekiwac sytuacji odwrotnej (Segelbacher i

in., 2008). Roznice we wzorcach zmiennosci genetycznej, w zaleznosci od uzytych
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markeréw genetycznych, stwierdzono migdzy innymi u nockéw Bechsteina (Kerth i in,.
2002) i nockéw duzych (Ruedi i Castella, 2003).

Na podstawie analizy zmienno$ci molekularnej AMOVA w niniejszej pracy
przyjeto podzial na osiem grup, pomigdzy ktérymi zmienno$¢ genetyczna wynosita
okoto 30% (@, = 0,303). Nieznacznie mniejsze wartosci tej statystyki (@, = 0,240—
0,303) uzyskano w przypadku testowania 16 roznych podzialdéw na inne grupy
geograficzne. Wskazuje to na brak jednoznacznej struktury genetycznej przy wysokim
stopniu zréznicowania. Ogoélny indeks Fy, oraz warto$¢ statystyk @y potwierdzaja
wysoki poziom zr6éznicowania genetycznego pomigdzy osobnikami z poszczegélnych
lokalizacji jak i grupami stanowisk. Prawdopodobnie niejednoznaczny wynik analizy
AMOVA zwiazany jest z wysoka liczba unikatowych haplotypow. W badaniach
gackow brunatnych przeprowadzonych na terenie Niemiec réwniez uzyskano szereg
haplotypéw unikatowych (HVII) charakterystycznych dla poszczeg6lnych kolonii
rozrodezych (Veith i in., 2004). Podobnie Kerth i in. (2000), analizujac HVI u nockow
Bechsteina, stwierdzili haplotypy unikatowe dla trzech z siedmiu analizowanych kolonii
letnich. Natomiast w pozostalych czterech koloniach wykazali bardzo maly procent
haplotypéw wsp6lnych (zréznicowane genetyczne wynosilo 68% — Kerth i in., 2000).
Wysoka liczba haplotypéw unikatowych zwigzana jest z wysokim stopniem
zr6znicowania genetycznego mig¢dzy osobnikami z poszczegdlnych stanowisk. Jednak,
jak ma to miejsce w przypadku polskiej populacji gackéw brunatnych, brak jest
dominujgcego wzorca grupowania lokalizacji w jednostki na wyzszym poziomie
organizacji. Wnioskowanie o strukturze genetycznej populacji, na podstawie wysoko
polimorficznych markerow genetycznych, moze by¢ problematyczne (Hedrick, 1999),
bowiem wysoka liczba haplotypéw (zwlaszcza unikatowych) powoduje zmiang
wartos$ci odchylenie wariancji pomigdzy populacjami (Veith i in., 2004). Moze by¢ to
zwigzane z ograniczeniami obliczeniowymi uzywanych algorytméw oraz
niedoszacowaniem obliczonych indekséw (Hartl i Clark, 2007). Pomimo, ze poziom
dystansu genetycznego migdzy osobnikami z rdéznych stanowisk nie pozwala na
okreslenie jednoznacznej struktury genetycznej badanej populacji, to zaréwno
dendrogramy dystansow genetycznych jak i wyniki testow Mantela wskazuja, ze
osobniki o bardziej podobnym haplotypie wystgpuja w blizszej odleglosei. Zjawisko
izolacji przez dystans stwierdzono réwniez w szkockiej populacji gackéw brunatnych,
przy czym brak geograficznych barier dla przeptywu gendéw sugeruje wplyw innych

czynnikow niz geograficzne — w tym przypadku ekologicznych — na to zjawisko
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(Burland i in., 1999). Badania z wykorzystaniem obraczkowania réwniez potwierdzaja
osiadly charakter tego gatunku oraz wskazuja na bliska lokalizacj¢ miejsc zimowania i
kolonii letnich (Strelkov, 1969; Entwistle i in., 2000). Réwniez u R. monoceros
wykazano korelacj¢ migdzy dystansem genetycznym a geograficznym, ktéra nie byla
zwigzang z barierami geograficznymi (Chen i in., 2006).

Dendrogramy wyznaczone migdzy grupami lokalnymi metodami N-J i ME
wskazaly na strukturg, w ktorej regiony wschodni i poludniowo-wschodni
(odpowiednio grupa lokalna G1 i G2) tworzyly jedna duza grupe. Kolejng duzg grupe
stwierdzono dla regionéw polnocnego oraz potudniowo-zachodniego (odpowiednio
grupy lokalne G4, G6, G7 i G8), za$ pozostale dwie grupy lokalne G3 i G5 stanowity
odrgbne jednostki. Jedynie dendrogram zbudowany metodqa UPGMA ujawnil seri¢
kolejno oddzielajacych si¢ galezi drzewa z grupa G1 w pozycji najbardziej zewngtrzne;.
Taki schemat dendrogramu mogt by¢ wynikiem malej istotnosci poszukiwanej struktury
tego rzedu. Podzial osobnikow wskazany przez dendrogramy wykonane metodami N-J i
ME moze sugerowa¢ drogi postglacjalnej kolonizacji w kierunkach wschodnim i
zachodnim, co w przypadku gackéw brunatnych sugerowali Juste i in., (2004), a dla

wielu innych zwierzat Schmitt (2007).

Ocena poziomu migracji mi¢dzy grupami lokalnymi

Ze wzgledu na wysoka liczbg haplotypéw (w tym znaczny procent haplotypoéw
unikatowych) oraz wysoka liczbg stanowisk, nie mozna bylo oszacowaé liczby
migrantéw pomigdzy poszczegélnymi lokalizacjami. Niemniej jednak udalo sig¢
wyliczy¢ liczbg migrantéw pomiedzy grupami, ktére wyznaczono na podstawie analizy
AMOVA, przy czym grupy lokalne z obszaru péinocnego (ze wzgledu na ich niska
liczebno$¢) potraktowano jako jedna. Wyniki tej analizy wskazaly na bardzo niski
poziom migracji, tj. $rednio < 1 migrujaca samica pomigdzy grupami G1 i GP oraz G1 i
G8. Obie grupy zlokalizowane sa w poélnocnej czeéci Polski, skad znaczna ilo$é
zebranych préb pochodzita z kolonii letnich (Tabela 1). Poziom zréznicowania
haplotypowego obliczony dla kolonii rozrodczych byl najnizszy (h = 0,930 + 0,006) w
poréwnaniu do pozostalych typéw stanowisk, dla 173 osobnikéw odlowionych z kolonii
letnich stwierdzono jedynie 27 haplotypéw. Uzyskany wynik liczby migrantéw, w
polaczeniu z bardzo niskim zr6éznicowaniem genetycznym w obrgbie poszczegdlnych

kolonii (np. w kolonii UNI wystapil tylko jeden haplotyp, Tabela 5) wskazuje na
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niezwykle silng filopatri¢ samic w stosunku do letnich kryjowek. Silna filopatria samic
byla rowniez wykazywana u innych gatunkéw nietoperzy (nocek Bechsteina — Kerth i
in., 2002; nocek duzy — Petri i in., 1997; Castella i in., 2001). Nieznacznie wyzsze
wartosci oszacowano migdzy grupami G3, G8 i GP (od 2 do 3 migrantéw), zwigzane
jest to z wyzszymi wskaznikami zréznicowania genetycznego obliczonego dla tych
grup lokalnych. Oszacowane liczby migrantow pomiedzy grupami lokalnymi sa niskie,
co zgodne jest z wysoka filopatrycznoscia samic. Wyniki te pokrywajg si¢ z
obserwacjami ekologicznymi gackéw brunatnych, z ktérych wynika, ze przeloty migdzy
koloniami sa rzadkie i ograniczone do krotkich dystanséw (np. Strelkov, 1969;
Entwistle i in., 2000). Brak wyraznych barier geograficznych migdzy grupami
lokalnymi, sugeruje, ze tak niska liczba samic migrantow wiaze si¢ gléwnie z ich silng
filopatrig. Dodatkowym czynnikiem zapewne jest tez specyficzna morfologia skrzydel,
ktora nie sprzyja lotom na dlugich dystansach (Altringham, 1996).

Nieco inna sytuacj¢ zaobserwowano w przypadku grup lokalnych G2 i G3, gdzie
oszacowana liczba migrantow byla zaskakujaco wysoka (15 migrujacych samic na
pokolenie). Na wynik ten moglo wplynaé¢ przyporzadkowanie lokalizacji MRO do
grupy lokalnej G3, pomimo, ze stanowisko to polozone jest blizej pozostatych
stanowisk w grupie lokalnej G2. W zwiazku z zalezno$cig dystansu genetycznego od
dystansu geograficznego, przemieszczanie si¢ osobnikéw pomigdzy blizej polozonymi
lokalizacjami wydaje si¢ bardziej prawdopodobne niz w przypadku stanowisk, ktére sa
bardziej od siebie oddalone. Czg$ciowo potwierdza to wystgpowanie haplotypu H22 w
lokalizacjach MRO oraz ZBO. Drugim czynnikiem moze by¢ wplyw zréznicowania
genetycznego zardbwno w grupie G2 jak i G3 (wysokie zréznicowanie haplotypowe).
Zwigksza to prawdopodobienstwo wylosowania przez program MDIV takich samych
badZz podobnych haplotypéw z obu grup lokalnych. Wydaje si¢, ze wplyw obu
wymienionych czynnikéw moze tlumaczy¢ uzyskany i zaskakujacy wynik tak wysokiej
liczby migrantéw pomigdzy tymi grupami lokalnymi.

Relacje filogenetyczne migdzy haplotypami mtDNA gackéw brunatnych

Relacje filogenetyczne miedzy haplotypami gackéw brunatnych z Polski,
przedstawione w postaci sieci haplotypéw, wskazaly podzial na dwa glowne klady
(Ryciny 23 i 24). Klad I charakteryzuje si¢ topologia gwiazdy, z haplotypem
centralnym H22. Haplotyp ten wystgpuje w najwigkszej liczbie lokalizacji (siedmiu) i
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ma jedna z najwyzszych frekwencji, zatem hipotetyczna sekwencja w korzeniu kladu
bylaby najbardziej podobna do haplotypu H22. Druga czg$¢ sieci haplotypow
reprezentuje klad II, ktéry sklada si¢ ze znacznie mniejszej liczby haplotypow. Jednak
analiza z wykorzystaniem algorytmu star contraction rowniez wskazala na istnienie
klastru o topologii gwiazdy w tej czgsci sieci, a najbardziej prawdopodobnym
haplotypem centralnym jest H61.

Na drzewach filogenetycznych wszystkich znanych haplotypow gackow
brunatnych stwierdzono, ze cz¢$¢ osobnikow pochodzacych z Hiszpanii tworzy odrgbny
klad. Jest to zgodne z wczesniejszymi obserwacjami (Juste i in., 2004), w ktorych klad
ten tworzyly osobniki nalezace do podgatunku Plecotus auritus begognae (De Paz,
1994). Uzyskane przez Juste i in. (2004) wielkosci dystansu genetycznego (7% dla
cytochromu ) migdzy tym podgatunkiem a podgatunkiem nominatywnym P. a. auritus
oraz monofiletyczno$¢ kladu potwierdzily wystgpowanie przedstawicieli tego
endemicznego taksonu (ktory by¢ moze jest nawet odrgbnym gatunkiem) w Hiszpanii.
Kolejny klad tworzyly osobniki pochodzace z Hiszpanii oraz Szwajcarii, co moze
wskazywaé, ze wigcej niz jedna linia ewolucyjna przetrwala w refugium iberyjskim
(Juste i in. 2004). Pozostale haplotypy stwierdzone przez Juste i in. (2004), a
pochodzace z Danii, Niemiec i Austrii, zgrupowaly si¢ w obrebie dwéch innych kladow
wyznaczonych na podstawie analiz filogenetycznych. Nie wplyngly one na topologie
wygenerowanych drzew filogenetycznych. Haplotyp pochodzacy z Niemiec zajal
pozycje w kladzie 11, natomiast pozostate haplotypy w kladzie I. Badania na obszarze
Europy wskazujg na istnienie dwoch linii ewolucyjnych, ktérych rozmieszczenie
sugeruje pochodzenie ze wschodniej i zachodniej czgsci Europy oraz pézniejsze
kontakty przedstawicieli obu linii ewolucyjnych w centralnej Europie (Spitzenberger i
in., 2001; Kiefer i in., 2002; Juste i in., 2004). Nieco bardziej skomplikowany wzorzec
filogeograficzny jest obserwowany u nockéw duzych (Bogdanowicz i in. 2009; Ruedi i

Castella, 2003).

Filogeografia na podstawie mitochondrialnego markera molekularnego

Jednym z gléwnych proceséw historycznych, ktéry wpltywa na rozmieszczenie
zroznicowania genetycznego organizméw jest izolacja w réznych refugiach
lodowcowych (Taberlet i in., 1998; Hewitt, 2000). W okresach interglacjalnych, gdy

lodowiec ustgpuje, gatunki opuszczajg refugia i kolonizuja dostgpne $rodowiska
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przesuwajac si¢ na pétnoc. Na podstawie dotychczasowych badan wyréznia si¢ trzy
gltowne refugia w Europie: iberyjskie, apeninskie oraz batkanskie (Cooper i in.,1995;
Hewitt, 2000). Niemniej jednak kolejne badania wskazuja réwniez na rolg refugium
karpackiego w procesach rekolonizacji Europy (Hewitt, 2004; Kotlik i in., 2006;
Sommer i Nadachowski, 2006) jak réwniez pétwyspu krymskiego (Bogdanowicz i in.,
2009). Poréwnanie poziomu zmiennosci genetycznej populacji z obszaru refugiow oraz
obszaréw zajmowanych wczeéniej przez lodowiec pozwala na odtworzenie szlakow
kolonizacyjnych (Freeland, 2005). Ze wzgledu na réznice w ekologii poszczegélnych
gatunkow, wzorce takich szlakow migracji réznig si¢ migdzy soba. W przypadku owada
z grupy prostoskrzydlych — konika wasacza (Chorthippus parallelus) — Pireneje i Alpy
byly bariera w rozprzestrzenianiu si¢ tego gatunku w kierunku péinocnym, natomiast
dla jeza zachodniego (Erinaceus europaeus) te masywy gorskie nie stanowily istotnej
przeszkody w jego ekspansji na péinoc (Hewitt, 1999).

Wiyniki uzyskane na podstawie sieci haplotypow, drzew filogenetycznych oraz rozkladu
roznic nukleotydowych potwierdzily podzial polskiej populacji gackéw brunatnych na
dwa klady. Obliczony dystans genetyczny mi¢dzy uzyskanymi kladami wyniost 3,8%.
Podobny wynik (2,6%) otrzymano w przypadku dwéch kladéw nockéw rudych (Myotis
daubentonii) kolonizujacych Szkocje z odrgbnych refugiow. Uzyskany poziom
zroznicowania genetycznego jest znacznie nizszy niz dystans genetyczny pomigdzy
dwoma siostrzanymi gatunkami nockow M. daubentonii i M. petax (13,6%)
(Ngamprasertwong i in., 2008). Réwniez w przypadku gackéw: brunatnych i szarych
obliczony dystans genetyczny w programie MEGA byl znacznie wyzszy (13,2% —
obecna praca) od dystansu obliczone migdzy uzyskanymi kladami. Taki podzial, na
podstawie mtDNA, $wiadczacy o wtérnym kontakcie linii  ewolucyjnych
odseparowanych od siebie w czasie zlodowacen w refugiach lodowcowych jest
obserwowany réwniez u innych gatunkéw nietoperzy (np. Rhinolophus euryale — Bilgin
i in., 2008; Myotis myotis — Bogdanowicz i in., 2009).

Analiza rozkladu réznic nukleotydowych wskazala, ze oba wyr6znione klady przeszly
przez etap ekspansji, przy czym model ekspansji geograficznej jest bardziej
prawdopodobny w kladzie 1. Natomiast klad II przeszed! przez etap ekspansji zar6wno
demograficznej jak 1 geograficznej. Cztery testy neutralnosci jednoznacznie
potwierdzity ten wynik zaréwno gdy przeprowadzone byly dla calej populacji jak i dla
kladu I. W przypadku kladu II dwa (D7 oraz D¥*) z czterech zastosowanych testow

neutralno$ci daly wynik nieistotny statystycznie. Warto jednak zaznaczy¢, ze te
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Lnieistotne” testy byly testami o mniejszej mocy, a w takim przypadku istotne znaczenie
w wykrywalnos$ci przez nie zjawisk demograficznych moze mie¢ liczebnos¢ proby (w
kladzie II » = 86, a w kladzie I » = 312; patrz takze Ramos-Onsins i Rozas, 2002).
Zjawiska ekspansji zar6wno demograficznej jak i geograficznej nastgpujace po
okresach zlodowacenia sa charakterystyczne dla poéinocnej czgsci Europy, u wielu
gatunkéw mozna zaobserwowac taki wzorzec (Schmitt, 2007; Bilgin i in., 2008;
Hansson i in., 2008; Stamatis i in., 2009).

Wartosci wspolczynnika 7 dla kladow 1 (4,746) i 11 (3,797) wskazuja, ze czas od
ekspansji jaki uplynal jest dluzszy w przypadku pierwszego z tych kladow. Przy
przyjetym tempie mutacji HVI na poziomie 20% na milion lat oraz przemianie pokolen
co dwa lata, mozliwe bylo oszacowanie czasu jaki uplynal od momentu ekspansji.
Jednak wyliczony przedzial ufnosci dla kladu II jest bardzo szeroki (55 000-147 000
lat) i pokrywa si¢ z wynikiem uzyskanym dla kladu I (138 000 lat). Otrzymane wartosci
wskazuja, Zze ekspansja na terenie Polski mogla mie¢ miejsce podczas interglacjatu
emskiego (132 000-115 000 lat temu). Z kolei wysokie zréznicowanie genetyczne
stwierdzone na potudniu kraju moze sugerowaé, ze populacja gackéw brunatnych
przetrwala w tej czegsci Polski okres zlodowacenia polnocnopolskiego. W przypadku
niektérych gatunkéw nietoperzy bardziej prawdopodobna wydaje si¢ by¢ kolonizacja
centralnej Europy po ostatnim maksimum glacjalnym (18 000 lat temu) (np. nocek
Bechsteina — Kerth i in., 2008; borowiec wielki — Petit i in., 1999), podobnie jak i wielu
innych gatunkow zwierzat (Schmitt, 2007).

Juste i in. (2004), analizujac HVI, wyodrebnili trzy gléwne klady gackéw
brunatnych w Europie, przy czym pierwszy z nich stanowily osobniki endemicznego
podgatunku P. a. begognae. Wystgpowanie tego kladu jest ograniczone do centralnej
Hiszpanii. Natomiast dwa pozostate klady prawdopodobnie wyodrgbnily si¢ w
srodkowym plejstocenie (800 000 lat temu), po czym nastapila postglacjalna
rekolonizacja Europy z refugiéw iberyjskiego oraz batkanskiego. Wskazuje na to
miedzy innymi rozmieszczenie przedstawicieli obu kladéw na terenie Europy. I tak klad
w zachodniej czesci Europy tworza osobniki pochodzace z Hiszpanii oraz Szwajcarii, a
klad o charakterze wschodnim — osobniki pochodzace ze Szwajcarii, Niemiec, Danii
oraz Austrii. W ponizszej pracy rowniez wykazano istnienie dwoch odrgbnych kladéw
na terenie Polski. Niemniej jednak klady te nie sg odpowiednikiem dwodch kladow
opisanych przez Juste i in. (2004). Stwierdzone przez Juste i in. (2004) haplotypy, ktore
tworzyly klad wschodni, po wiaczeniu do dendrogramu haplotypéw gackéw brunatnych
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z Polski, grupuja si¢ w obrgbie obu stwierdzonych w niniejszej pracy kladow. Pozycja
kladu opisanego jako zachodni pozostaje bez zmian. By¢é moze kolonizacja
postglacjalna obszaru Polski nastapita dwukrotnie z refugium balkanskiego, w ktérym
mogla przetrwa¢ wigcej niz jedna linia ewolucyjna tego gatunku. Podobne scenariusze
postglacjalnej kolonizacji centralnej Europy znane sa dla konika wasacza (Cooper i in.,
1995) czy myszy lesnej (Michaux i in., 1996). Inng mozliwoscia jest kolonizacja
badanego obszaru z niezidentyfikowanego do tej pory refugium na terenie Europy
(patrz np. Bogdanowicz i in. 2009). Jednak zweryfikowanie tych hipotez wymaga

kolejnych badan oraz zwigkszonej liczby préb z obszaru Europy.

Implikacje dla ochrony gatunku

Wyr6znia si¢ dwa rodzaje jednostek ochrony gatunku: jednostki zarzadzania
(MU — managment units) oraz jednostki wazne ewolucyjnie (ESU — evolutionary
significant wunits). Jednostka zarzadzania to populacja, ktéra wymienia niewielu
migrantdw z innymi populacjami i w efekcie staje si¢ genetycznie odrgbna (Avise,
2000). Z kolei jednostka wazna ewolucyjnie to populacja lub grupa populacji, ktére
byly odseparowane od siebie w dlugiej skali ewolucyjnej i ich ewolucja przebiegala
niezaleznie. Zazwyczaj ESU charakteryzuje si¢ na podstawie wzajemnej
monofiletycznosci mtDNA (Moritz, 1994). Znajomo$¢ MU oraz ESU jest bardzo
istotna dla dtugoterminowej ochrony gatunkéw i zachowania zmiennosci genetycznej.

Relacje filogenetyczne miedzy haplotypami mtDNA wskazuja, ze gacki
brunatne z Polski tworza dwie odr¢gbne grupy, ktére sa wzajemnie monofiletyczne pod
wzgledem haplotypéw mtDNA, lecz nie ma pomigdzy nimi geograficznej izolacji. Sa to
zatem jednostki wazne ewolucyjnie, wymagajace indywidualnej ochrony.
Nalezy rowniez zwréci¢ uwage na silng filopatri¢ samic i wysokie zr6znicowanie
genetyczne pomigdzy koloniami rozrodezymi gackéw brunatnych. Te powinny by¢
rozpatrywane jako osobne jednostki zarzadzania. Sa one nie tylko gléwnym
komponentem populacji lokalnych ale tez miejscami koncentracji samic, co wigze si¢ z
wysoka wrazliwoscia na lokalne negatywne czynniki; w przypadku znacznej redukcji
osobnikéw w kolonii rozrodczej nie mozna oczekiwa¢ odbudowy takiej kolonii wskutek
migracji samic z kolonii sasiednich. Duze znaczenie ma réwniez wysoka selektywnos¢
gackéw brunatnych w wyborze letniej kryjowki oraz wykorzystywanie tej samej kolonii

w kolejnych latach (Entwistle i in., 1997). Istotny wplyw moze mie¢ w tym przypadku
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edukacja spoleczenstwa, poniewaz nietoperze czesto zakladaja kolonie rozrodcze na
strychach prywatnych budynkéw polozonych w poblizu terenéw lesnych. Nie bez
znaczenia jest tez ochrona miejsc rojenia czy hibernacji nietoperzy ze wzgledu na
pelnione funkcje, zwlaszcza te zwigzane z rozmnazaniem i przeplywem genéw (Parsons
1 Jones, 2003; Furmankiewicz, 2004; Rivers i in., 2006).

»Polska”  populacja  gackéw  brunatnych,  charakteryzujaca  si¢
wspotwystepowaniem dwoch odrgbnych linii ewolucyjnych, wykazuje bardzo wysoki
poziom zréznicowania genetycznego. Natomiast w poszczegdlnych koloniach
rozrodczych zréznicowanie genetyczne jest niskie, a jednostki te maja kluczowe
znaczenie w ewolucji tego gatunku. Dlatego dla ochrony zaréwno genetycznego
zr6znicowania jak i procesdOw ewolucyjnych wazne jest aby dzialania ochroniarskie

koncentrowaly si¢ na obu poziomach przestrzennej organizacji.

. 79
http://rcin.org.pl



WNIOSKI

80

1.

W powyzszej pracy na podstawie analizy HVI mtDNA stwierdzono wysokie

zroznicowanie haplotypowe gackow brunatnych z obszaru Polski (42 = 0,97).

Analiza genetycznej struktury populacji wykazala istnienie istotnych zaleznosci
migdzy dystansami genetycznym i geograficznym (r = 0,46, P < 0,001), oraz

wysokie zréznicowanie genetyczne w badanej populacji (Fsr= 0,39).

Analiza zmiennosci molekularnej (AMOVA), pomimo, ze nie wykazata
jednoznacznego grupowania stanowisk w wyzsze jednostki, to ujawnila znaczne
zroznicowanie genetyczne miedzy grupami lokalizacji w réznych regionach

geograficznych kraju.

Analiza czg¢stosci migracji pokazala bardzo malg liczbe migrujacych samic i
potwierdzila ich wysoka filopatrycznos¢. Uzyskany wynik, w polaczeniu z
wysokim zréznicowaniem genetycznym, moze wskazywa¢é na bardzo

ograniczony przeplyw genéw w badanej populacji.

Zarowno przeprowadzone testy neutralnosci jak i analiza rozkladu réznic
nukleotydowych ujawnily, Zze badana populacji przeszlta przez zjawisko

ekspansji.

Analiza relacji filogenetycznych stwierdzonych haplotypéw wskazata na podziat

na dwa gltéwne klady.
Szczegblowa analiza demograficzna z uwzglednieniem podziatu na dwa gtéwne
klady, wskazala, ze oba niezaleznie przeszly przez zjawisko ekspansji, przy

czym ekspansja w kladzie II nastgpila pdZniej w stosunku do kladu I.

Laczna analiza uzyskanych haplotypéw 2z haplotypami opisanymi we

wezesniejszych pracach nie zmienita topologii drzew filogenetycznych. W
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kladzie I wystapily haplotypy stwierdzone w Danii i Austrii, a w kladzie II

haplotyp zaobserwowany na terenie Niemiec.

9. W oparciu o uzyskane wyniki dla mtDNA stwierdzono wystgpowanie dwoch

jednostek waznych ewolucyjnie.
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Zalacznik 1. Spis wszystkich stwierdzonych haplotypéw gackéw brunatnych w Polsce.
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JEL | MLY | CZAR | UNI | SLU |CHORZ | TRZY | BIA | WWA | GON | ANT | SZU |SZACH| TOM | PUL | LEZ | TAR | SOW | SUD | BES | ZBO | MRO | NAS
JEL 1304 | 42,89 | 70,06 | 1604 | 2834 | 5191 | 6132 | 323,7 | 4435 | 327,1 | 2827 | 3602 465 | 4887 | 4544 | 4195 | 4652 | 4903 | 517,2 | 5302 | 5914 | 7044
MLY 1,51 117,1 | 1976 | 2906 | 1703 | 389.6 | 487,6 | 234,6 | 3453 | 3783 | 3829 | 3682 | 4379 | 391.8 | 475 | 4233 | 5368 | 5528 | 4913 | 491.6 | 5286 | 623.1
CZAR | -037 | 092 8649 | 1813 | 2522 | 4969 | 5858 | 2854 | 4059 | 2957 | 2709 | 3204 | 4225 | 450,6 | 4172 | 379,5 | 441,5 | 463,6 | 4748 | 4874 | 5489 | 6632
UNI 19 | 330 | 237 9485 | 3382 | 5828 | 6723 | 3656 | 486,5 | 294,5 | 2227 | 350,6 | 469.8 | 5302 | 4338 | 4092 | 416,6 | 446 | 519.8 | 5392 | 6123 | 734,1
SLU 0,25 1,06 0.21 2,19 4324 | 6774 | 767 | 4552 | 5758 | 3176 | 1981 | 3999 | 5304 | 6184 | 466,6 | 4556 | 4052 | 4417 | 5772 | 6027 | 6854 | 8134
CHORZ | 0,88 1,70 0,53 | 3,11 1,01 2606 | 3356 | 90,16 | 178,6 | 3959 | 463,6 | 3319 | 3444 | 2248 | 439,1 | 3723 | 5628 | 5649 | 393,8 | 3786 | 3862 | 4623
TRZY | 1582 | 16,27 | 1434 | 17,58 | 17,50 | 17,00 1233 | 2986 | 2556 | 6472 | 7242 | 5634 | 5249 | 2693 | 661 5894 | 8118 | 808,1 | 561,1 | 5258 | 4713 | 4654
BIA 1427 | 14,67 | 12,68 | 1599 | 1599 | 13,98 137 343,1 | 2573 | 690,3 | 7883 | 5909 | 5235 | 2489 | 677,1 | 6055 | 8484 | 838,1 | 5498 | 5069 | 4282 | 3868
WWA | 1,56 | 2,10 | 099 283 1,73 1,51 923 | 7,09 1209 | 3507 | 446,7 266 2576 | 1652 | 368 298 | 5138 | 509,6 | 3056 | 2886 | 2998 | 388,7
GON | 13,63 | 13,88 | 11,70 | 1529 | 1528 | 14,55 3,74 180 | 7,73 440 | 5547 | 3349 | 2718 | 46,46 | 420 | 3484 | 593,5 | 581,5 | 305,7 | 270,6 | 2329 | 2854
ANT 145 | 093 105 | 3,14 095 1,01 18,02 | 1480 | 1,77 | 15,06 160,7 | 122,7 | 260,7 | 4664 | 1504 | 159,2 | 167,1 | 1753 | 293,7 | 3334 | 4416 | 586.6
SZuU 1,59 | 283 | 096 | 398 1,46 0,85 1605 | 13,13 | 142 | 1308 | 1.63 277 4174 | 5887 | 3058 | 319,6 | 2073 | 2454 [ 453,5 | 491,1 | 594,7 | 736,8
SZACH | 007 | 088 | -0,08 | 1,78 0,09 0,95 1245 | 11,10 | 033 | 1085 | 093 1,18 140,5 | 3555 | 1094 | 5927 | 2592 | 2473 | 180,2 | 2144 | 3194 | 4639
TOM 2,79 | 3,74 | 208 | 499 | 3,80 3,87 466 | 354 | 046 | 366 | 446 | 336 1,16 2748 | 1682 | 1084 | 3693 | 344,1 | 5346 | 74,04 | 1828 | 3296
PUL 1.39 1,77 | 082 3,04 1,72 1,81 847 | 639 | -0,17 | 5,76 1,88 1,71 0,05 | -0,17 4323 | 3618 | 6146 | 5994 | 3016 | 2609 | 2042 | 2412
LEZ L1I0 | 0,07 | 063 | 3,02 0,65 1,49 16,69 | 1508 | 2,03 | 1428 | 083 | 257 0,65 3,68 1,78 71,88 | 205,1 | 1764 | 177.1 | 2263 | 3446 | 491
TAR 0,88 142 | 040 240 | 089 1,60 1193 | 1045 | 059 | 10,17 | 125 1,71 -0,18 149 | 0,17 | 1,26 2623 | 2403 | 1347 177 291 | 4379
SOW 0,71 189 | 086 185 | 085 1,25 17,26 | 1570 | 234 | 1500 | 190 195 0,77 399 1,36 1,64 1,61 46,25 | 3822 | 4313 | 549,1 | 6959
SUD 0,79 1,62 | 099 | 3,05 | 074 1,67 1526 | 13,68 | 1,73 | 13,04 | 1,63 225 0,24 2,79 1.36 121 131 1,54 3516 | 4018 | 5204 | 6663
BES 124 182 | 085 | 302 | 098 2,03 14,79 | 1335 | 1,69 | 12,75 | 1,95 | 2,39 0,50 296 | 0,78 158 | 085 1.80 1,69 5125 | 1695 | 3147
ZBO 283 | 3,61 202 | 454 | 365 3,66 552 | 420 | 053 | 459 | 412 | 3,79 1,28 -054 | 0,02 | 3,63 1,33 | 392 | 3,14 | 289 1187 | 264,7
MRO | 094 1,60 | 055 2,79 1,21 1,85 874 | 750 | 0,02 7.80 1,97 1,94 -0,16 0,12 | -0,18 | 146 | 042 1,99 1,18 L19 | 026 147
NAS 4,12 | 500 | 337 580 | 505 427 369 | 222 | 0,62 323 | 476 | 397 2,19 -0,72 | 0,04 509 | 2,19 | 511 4,05 | 388 | -029 | 064

Zatacznik I1. Macierz dystanséw genetycznych D, (ponizej przekatnej) oraz macierz dystansow geograficznych w kilometrach (powyzej przekatnej)
pomigdzy poszczeg6lnymi lokalizacjami, dla ktorych liczba préb byla wigksza niz 5. Wartosci D istotne statystycznie (P < 0,05) zaznaczone sa
wytluszczona czcionka.
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Zalacznik I1I. Sie¢ haplotypéw uzyskana przy uzyciu algorytmu star contraction definiujacego w sieci klastry o topologii gwiazdy. Wielkos¢
okregéw jest proporcjonalna do iloéci haplotypow w klastrze. Wezly oznaczone sco stanowia wektory, ktore zostaly zidentyfikowane jako wezly

centralne.
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Zalacznik IV. Drzewo haplotypéw regionu kontrolnego mtDNA gackéw brunatnych z Polski

skonstruowane metoda N-J; klad I zaznaczony jest kolorem niebieskim, a klad I czerwonym.
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Zatacznik V. Drzewo haplotypoéw regionu kontrolnego mtDNA gackéw brunatnych z Polski
skonstruowane metoda N-J; na drzewie zaznaczono wartosci bootstrap co najmniej 50%.
Kolorem zielonym zaznaczono haplotypy, wywodzace si¢ z jednej galezi, ktére pogrupowano

ze soba w celu zwigkszenia czytelnosci dendrogramu.
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Zatacznik VI. Drzewo haplotypéw regionu kontrolnego mtDNA gackéw brunatnych z Polski

skonstruowane metoda UPGMA: klad I zaznaczony jest kolorem niebieskim, a klad II

czerwonym.
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Zalacznik VII. Drzewo haplotypow regionu kontrolnego mtDNA gackéw brunatnych z Polski
skonstruowane metoda UPGMA; na drzewie zaznaczono wartosci bootstrap co najmniej 50%.
Kolorem zielonym zaznaczono haplotypy, wywodzace si¢ z jednej galezi, ktore pogrupowano

ze soba w celu zwigkszenia czytelnosci dendrogramu.
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Zatacznik VIII. Drzewo haplotypow regionu kontrolnego mtDNA gackéw brunatnych z Polski

skonstruowane metoda MP; klad I zaznaczony jest kolorem niebieskim, a klad IT czerwonym.
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Zalacznik IX. Drzewo haplotypéw regionu kontrolnego mtDNA gackéw brunatnych z Polski
skonstruowane metoda MP; na drzewie zaznaczono wartosci bootstrap co najmniej 50%.
Kolorem zielonym zaznaczono haplotypy, wywodzace si¢ z jednej galezi, ktére pogrupowano

ze soba w celu zwigkszenia czytelnos$ci dendrogramu.

http://rcin.org.pl




Zalacznik X. Drzewo haplotypow regionu kontrolnego mtDNA gackéw brunatnych z Europy
skonstruowane metoda N-J; klad I zaznaczony jest kolorem niebieskim, klad II — czerwonym,

klady reprezentowane przez osobniki pochodzace z Hiszpanii i Szwajcarii — szarym.
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Zalacznik XI. Drzewo haplotypéw re

skonstruowane metoda N-J; na drzewie zaznaczono warto$ci bootstrap co najmniej 50%.

typy, wywodzace si¢ z jednej galezi, ktére pogrupowano

Kolorem zielonym zaznaczono haplo

B.barbastella 7

gionu kontrolnego mtDNA gackéw brunatnych z Europy

ze soba w celu zwigkszenia czytelnosci dendrogramu.
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Zatacznik XII. Drzewo haplotyp6w regionu kontrolnego mtDNA gackéw brunatnych z Europy
skonstruowane metoda UPGMA; klad 1 zaznaczony jest kolorem niebieskim, klad II —

czerwonym, klady reprezentowane przez osobniki pochodzace z Hiszpanii i Szwajcarii —

szarym.
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Zatacznik XIII. Drzewo haplotyp6w regionu kontrolnego mtDNA gackéw brunatnych z Europy
skonstruowane metoda UPGMA; na drzewie zaznaczono wartosci bootstrap co najmniej 50%.

Kolorem zielonym zaznaczono haplotypy, wywodzace si¢ z jednej galezi, ktére pogrupowano

ze soba w celu zwigkszenia czytelnosci d
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Zatacznik XIV. Drzewo haplotypéw regionu kontrolnego mtDNA gackéw brunatnych z
Europy skonstruowane metoda MP; klad I zaznaczony jest kolorem niebieskim, klad IT —

czerwonym, klady reprezentowane przez osobniki pochodzace z Hiszpanii i Szwajcarii —

szarym.
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Zalacznik XV. Drzewo haplotypéw regionu kontrolnego mtDNA gackéw brunatnych z Europy
skonstruowane metoda MP; na drzewie zaznaczono wartosci bootstrap co najmniej 50%.
Kolorem zielonym zaznaczono haplotypy, wywodzace si¢ z jednej galezi, ktore pogrupowano

ze soba w celu zwigkszenia czytelnosci dendrogramu.
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