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1. Uzyskane stopnie naukowe

2008 Doktor nauk biologicznych. Tytut rozprawy: "Zmienno$¢ genetyczna i asymetria
fluktuacyjna u niepylaka mnemozyny (Parnassius mnemosyne L.) w Polsce"
Miejsce wykonania: Instytut Ochrony Przyrody PAN,
Promotor: Prof. dr hab. Henryk Okarma.

1997 Magister biologii, Tytut pracy: "Rola modzeli godowych u kumaka goérskiego
(Bombina variegata L.)"
Miejsce wykonania: Uniwersytet Jagiellonski, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi, Zaktad
Anatomii Poré6wnawczej.
Promotor: Prof. dr hab. Jacek M. Szymura

2. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:
12019 - do chwili obecnej - pracownik badawczo-techniczny w Zaktadzie Ochrony
Fauny Instytutu Ochrony Przyrody PAN
X1 2009 - XII 2018, adiunkt w Zaktadzie Ochrony Fauny Instytutu Ochrony Przyrody
PAN
[I1 2007 - X1 2009, asystent w Zaktadzie Ochrony Fauny Instytutu Ochrony Przyrody
PAN
V -X 2001, Marie Curie Fellowship, Universitat de Barcelona, Departament de Genética,
Microbiologia i Estadistica, prof. Montserrat Aguade group, SzeSciomiesieczny
staz naukowy. “Detecting the effects selection on olfactory receptors in
Drosophila melanogaster.” (urlop naukowy w Instytucie Ochrony Przyrody PAN)
VI 2000 - II1 2007, pracownik badawczo-techniczny w Zaktadzie Ochrony Fauny
Instytutu Ochrony Przyrody PAN
X - XII 1998, pracownik techniczny, Katedra Hodowli Ros$lin i Nasiennictwa, Akademia
Rolnicza

3. Problematyka badawcza cyklu publikacji stanowiacych osiaggniecie naukowe
przedstawiane do postepowania habilitacyjnego.

a) Tytul osiagniecia naukowego: "Mechanizmy ewolucyjne ksztattujgce réznorodnos¢
genetyczng gatunkéw w procesie ekspansji”

b) Lista publikacji skladajacych sie na osiagniecie habilitacyjne:

(IF — wskaznik Impact Factor z roku publikacji artykutu, wedtug Web of Science;

Punkty MNiSW/MEiN wedtug punktacji obowigzujacej w chwili sktadania wniosku, oraz
w nawiasie, jesli w chwili publikacji artykutu punktacja byta odmienna; liczba cytowan
aktualizowana 15 stycznia 2023)



Publikacja

IF

Punkty
MNiSW/
MEiN

Liczba
cytowan

H1

Konopinski M.K., Amirowicz A., Kukuta K. 2007. Probable
direction of the postglacial colonization of rivers on northern
slopes of the Carpathian Ridge by Barbus carpathicus
(Teleostei: Cyprinidae) evidenced by cline of genetic variation.
Journal of Fish Biology, 70(Supplement C), 406-415. (DOI:
10.1111/j.1095-8649.2007.01479.x)

(praca opublikowana przed obrong doktoratu jednak nie
zwigzana z jego tematem)

Mdj wktad w powstanie pracy obejmowat zaplanowanie
koncepcji badan, wykonanie wszystkich analiz laboratoryjnych,
opracowanie statystyczne wynikow oraz napisanie publikacji i
redagowanie artykutu w odpowiedzi na uwagi recenzentow.

1,404

70 (20)

H2

Konopinski M.K., Amirowicz A., Kotlik P., Kukuta K., Bylak A.,
Pekarik L., Sediva A. 2013. Back from the Brink: The Holocene

History of the Carpathian Barbel Barbus carpathicus. Plos ONE,
8(12): €82464. (DOI: 10.1371/JOURNAL.PONE.0082464)

Mdéj wktad w powstanie pracy obejmowat zaplanowanie
koncepcji badan, pozyskanie srodkéw na realizacje badan,
wykonanie wszystkich analiz laboratoryjnych, opracowanie
statystyczne wynikéw oraz napisanie publikacji i odpowiedzi na
uwagi recenzentow.

3,534

100 (40)

H3

Biedrzycka A., Konopinski M., Hoffman E., Trujillo A., Zalewski
A. 2019. Comparing raccoon major histocompatibility complex
diversity in native and introduced ranges: Evidence for the
importance of functional immune diversity for adaptation and
survival in novel environments. Evolutionary Applications,
13:752-767 (DOI: 10.1111/eva.12898)

Moj wktad w powstanie pracy obejmowat opracowanie
bioinformatyczne (udziat w obrébce danych z
sekwencjonowania) i statystyczne wynikéw (wybdr metod
statystycznych, napisanie kodu w jezyku R), oraz napisanie
odpowiednich czesci manuskryptu (udziat w pisaniu wstepu i
dyskusji, napisanie odpowiednich czesci w rozdziatach Materiaty
i metody oraz Wyniki, stworzenie tabeli 2. oraz ryciny 3.), a
takze udzielenie odpowiedzi recenzentom.

4,013

140




H4

Konopinski M.K., Fijarczyk A., Biedrzycka A.. 2022. Complex
patterns shaping immune genes diversity during invasion of
common raccoon in Europe - selection in action despite
genetic drift. Evolutionary Applications. (DOI:
10.1111/eva.13517)

Moj wktad w powstanie pracy obejmowat planowanie czesci
koncepcji badan, opracowanie bioinformatyczne (udziat w
obrébce danych z sekwencjonowania) i statystyczne wynikéw
(wybdér metod statystycznych, napisanie kodu w jezyku R), oraz
napisanie odpowiednich czesci manuskryptu (udziat w pisaniu
wstepu i dyskusji, napisanie odpowiednich czesci w rozdziatach
Materiaty i metody oraz Wyniki, stworzenie tabeli 1.1 2. oraz
rycin 2., 4.,16.).

4,929

140

H5

Konopinski M.K. Ba$ G., Bojarska K. 2022. Can attitude toward
humans cause isolation? Marked genetic distinction of urban
wild boar population. Hystrix. The Italian Journal of
Mammalogy. 33(1):34-40. (DOI: 10.4404 /hystrix-00459-
2021)

Moj wktad w powstanie pracy obejmowat zaplanowanie
koncepcji badan, pomoc przy pozyskaniu Srodkéw na realizacje
badan, wykonanie analiz laboratoryjnych, opracowanie
statystyczne wynikow oraz napisanie publikacji (napisanie
rozdziatow dotyczqcych materiatéw i metod oraz wynikow,
wspéttworzenie wstepu i dyskusji, odpowiedzi na uwagi
recenzentow).

1,796

140

H6

Konopinski M.K. 2020. Shannon diversity index: A call to
replace the original Shannon’s formula with unbiased
estimator in the population genetics studies. Peer/ (8): €9391.
(DOI: 10.7717 /peerj.9391)

2,984

100

27
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c) Omowienie celu naukowego i wynikow wyzej wymienionych prac
Wstep

Liczebno$c¢ i zasieg populacji dzikich zwierzat podlegaja ciggtym zmianom. Skala
czasowa tych zmian mies$ci sie w zakresie od czasu mniejszego niz trwanie pojedynczego
pokolenia po czas specjacji danego gatunku. Zmianom zasiegu populacji zwykle
towarzysza zmiany w puli genowej, a obserwowany rozktad zmiennoSci genetycznej w
obrebie gatunku jest wypadkowa demografii, migracji, czynnikow losowych
(mutacje/dryf genetyczny) oraz presji doboru naturalnego. Czynniki te s z sobg
powigzane siecig wzajemnych oddziatywan. Demografia i migracje wprost wptywaja na
natezenie zmian wywotane dryfem genetycznym, oraz moga wptywa¢ modyfikujaco na
presje doboru. Dryf genetyczny ogranicza pole dziatania doboru usuwajac niektére
warianty gendw, a utrata zmienno$ci w waznych loci moze wptyna¢ na liczebnos¢
populacji. Dobér naturalny natomiast moze zaréwno przyczyniac sie do ograniczenia
liczebnoSsci populacji poprzez zwiekszenie frekwencji/utrwalenie korzystnych i
eliminowanie niekorzystnych wariantéw (dob6r kierunkowy i negatywny) lub do
zwiekszenia zmiennoS$ci poprzez utrzymywanie wielu korzystnych wariantow (dobdr
réwnowazacy). Z kolei wzrost dostosowania utatwia ekspansje do nowych obszaréw czy

nisz ekologicznych.

W Europie Srodkowej liczebno$¢ i rozmieszczenie gatunkéw zostaty uksztattowane
przez trzy gtowne czynniki: uwarunkowania historyczne (np. zmiany klimatyczne w
Plejstocenie i Holocenie), zmiany zasiegu innych gatunkdw oraz dziatalnos¢ cztowieka.
Czynniki te niekiedy przyczyniaty sie do ekspansji, ale mogty tez powodowac redukcje
liczebnoSci, ograniczenie zasiegu lub nawet ekstynkcje catego gatunku. Ponadto, wptyw

wymienionych czynnikéw mdgt ulega¢ zmianom na przestrzeni czasu.

Zasieg gatunku jest zalezny od dostepnosci odpowiednich siedlisk oraz od obecnoSci
barier ograniczajacych rozprzestrzenianie sie. Populacje na granicy zasiegu czesto zyja
w warunkach suboptymalnych, dlatego czesto majg nizszg liczebnos$¢ niz te w centrum
zasiegu [ Pierce iin. 2017; Wereszczuk i in. 2017]. Zaréwno ograniczona liczebno$¢, jak i
historia ekspansji do obecnych granic zasiegu sprawiaja, Ze zmiennos$¢ genetyczna w
takich populacjach jest na og6t nizsza niz w populacjach z centrum zasiegu [Gratton i in.

2008]. Obnizony poziom zmienno$ci genetycznej ogranicza potencjat ewolucyjny na



skraju zasiegu, co moze stanowi¢ dodatkowgq przeszkode w zajmowaniu kolejnych
stanowisk poza obecnym zasiegiem [Hoffmann, Blows 1994]. Co wiecej geny
przynoszone przez migrantéw z gtebi zasiegu nie koniecznie zwiekszajg dostosowanie

potomstwa w warunkach panujacych na jego granicy.

Cel naukowy

Celem badan wchodzacych w sktad mojego osiggniecia habilitacyjnego byto zbadanie
mechanizméw ewolucyjnych ksztattujgcych poziom zmienno$ci genetycznej u gatunkow
dokonujgcych ekspansji. Przedstawione publikacje opisujg genetyczny kontekst
rozszerzania zasiegu w szerokiej skali czasowej - od postglacjalnej ekspansji u brzanki,
po wspotczesne ekspansje szopa pracza w zasiegu inwazyjnym i dzika na terenach
miejskich. Dzieki temu moje osiggniecie, oprécz opisania teoretycznych mechanizméw
ksztattujacych zmiennos$¢ genetyczng w tych specyficznych uktadach, ma réwniez
aspekt praktyczny. W sktad osiggniecia wchodzi réwniez praca metodyczna, w ktorej
zbadatem wtasciwos$ci miary poziomu zmiennosci - indeksu Shannona i
zaproponowatem funkcje do obliczania indeksu na podstawie danych genetycznych.
Stosowanie precyzyjnych i odpornych na btedy miar zmiennos$ci ma duze znaczenie w

badaniach w dziedzinie genetyki populacyjne;j.

Wyniki badan

Ekspansja gatunkow bywa ograniczona przez uksztattowanie terenu. W przypadku ryb
stodkowodnych, przemieszczajgcych sie wzdtuz korytarzy wyznaczonych przez cieki
wodne, bariere w migracji, a co za tym idzie bariere w przeptywie gendéw stanowia
wododziaty. Rozprzestrzenianie sie osobnikéw moga réwniez ogranicza¢ przeszkody
znajdujace sie w biegu rzeki. O ile oczywistg przeszkoda sg np. duze wodospady, czy
odcinki o bardzo szybkim nurcie, to odcinki nizinne o spokojnym nurcie nie wydajg sie
stanowic¢ silnej przeszkody dla migracji ryb. W pracach H1 i H2 opisatem rozktad
zmienno$ci genetycznej u brzanki (Barbus carpathicus), ktéry wskazuje na istnienie
wtasnie takiej bariery dla osobnikéw tego gatunku. Prace, ktéra stata sie zalgzkiem
osiagniecia habilitacyjnego opublikowatem jeszcze przed obrong doktoratu jednak nie
miata ona zadnego zwigzku z tematem rozprawy doktorskiej (publikacja H1:
Konopinski i in. 2007). W czasie badan nad hybrydowym pochodzeniem opisywanego



przez niektorych autoréw gatunku brzany karpackiej (Barbus waleckii)
zaobserwowatem znaczne réznice w poziomie zmiennosci pomiedzy populacjg brzany
(B. barbus) oraz brzanki (B. carpathicus). Sposréd 9-ciu loci polimorficznych u brzany
oraz mieszancow, jedynie cztery loci byty polimorficzne u brzanki. Mimo niewielkiej
liczby dostepnych loci dato sie zaobserwowa¢ wyrazny gradient zmiennosci
przejawiajacy sie postepujacym spadkiem réoznorodnosci genetycznej z zachodu na
wschod w populacjach z dorzecza Wisty oraz w Dniestrze (Rys. 1). W dorzeczu Wisty
dystans genetyczny (strunowy dystans Cavalli-Sforzy) byt skorelowany z odlegtoScia
pomiedzy populacjami liczong wzdtuz ciekdw wodnych, co moze Swiadczy¢, ze gtownym
mechanizmem w rozprzestrzenianiu sie brzanki w tym dorzeczu byty migracje przez
nizinne odcinki rzek, a nie kaptaze (zmiana biegu rzeki do innej zlewni), ktore z kolei sg
najbardziej prawdopodobnym mechanizmem pokonywania wododziatéw. Wyniki moich
badan pokazaty réwniez, Ze naturalne, niezmienione rzeki nizinne moga by¢
powazng bariera dla migracji niektorych gatunkéw ryb nawet na stosunkowo
krotkich odcinkach. Tak ostry spadek zmienno$ci bedacy skutkiem naturalnych
proceséw na tak matym obszarze nie byt wczesniej opisywany w europejskiej
ichtiofaunie. W pracy, ktora powstata jako efekt tych badan sformutowatem hipoteze, ze
obserwowany wzdr zmiennoSci genetycznej to fragment wiekszego wzoru jaki powstat

w skutek postgacjalnej ekspansji brzanki.

Aby przetestowac hipoteze postwiong w pierwszej pracy pozyskatem srodki na
przeprowadzenie badan w catym zasiegu brzanki (Grant MNISW nr NN 304 229035
realizowany we wspétpracy z dr hab. Antonim Amirowiczem oraz prof. dr hab.
Krzysztofem Kukulg). Nawigzatem rowniez wspétprace z badaczami z Czech (Petr
Kotlik) i Stowacji (Alena Sediva i Ladislav Pekarik). Efektem realizacji tego grantu jest
publikacja H2 (Konopinski i in. 2013). W badaniach wykorzystatem polimorfizm
dtugosci 9-ciu loci mikrosatelitarnych oraz zmienno$¢ sekwencji 3 genéw
mitochondrialnych (oksydazy cytochromowej, ATPazy podjednostki 6. i 8. oraz
dehydrogenazy NADH podjednostki 2) tacznie obejmujacych ok. 15 % genomu
mitochondrialnego. Analize zmian demograficznych przeprowadzitem przy uzyciu
programu Beast, ktory wykorzystuje metode Bayesa oraz teorie koalescencji do

odtworzenia przebiegu zmian liczebno$ci
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Rys. 1. Klin zmiennoSci obserwowany w czterech kolejnych populacjach brzanki (rysunek 3. z
publikacji nr 1). Biate tréjkaty/linia ciagla - réznorodnos¢ genetyczna Nei'ego; czarne
kwadraty/linia przerywana - bogactwo alleli; wasy - btad standardowy.

populacji na podstawie obecnej réznorodnosci sekwencji. Strukture genetyczng
populacji analizowatem na podstawie rozmieszczenia zmiennoS$ci genetycznej loci
mikrosatelitarnych. Interpretacja uzyskanych wynikéw pozwolita mi wykaza¢, ze
refugia glacjalne brzanki znajdowaty sie w potudniowo wschodniej czesci zlewni Cisy.
Populacje z rumunskich rzek Somes i I1za charakteryzowal najwyzszy poziom
zmiennoSci, a wszystkie pozostate stanowiska miaty obnizony poziom zmiennos$ci w
stosunku do tych dwoch populacji. Klin zmiennosci dato sie obserwowa¢ zar6wno w
kolejnych doptywach Cisy jak i pomiedzy Dunajcem, ktory byl prawdopodobnie
pierwsza rzeka zasiedlong przez brzanke po p6inocnej stronie Karpat, a
kolejnymi doptywami Wisly znajdujacymi sie na wschdd i zach6d od Dunajca. Nie
jest jasne jaki mechanizm odpowiada za rozprzestrzenianie sie gatunkow ryb przez
wododziaty. Aby skolonizowa¢ obecny zasieg brzanka przynajmniej kilkukrotnie
pokonywata bariere wododziatu. Co wiecej, w obecnym zasiegu brzanki mozna znaleZ¢
$lady przynajmniej dwdch fal ekspansji - populacje brzanki znajdujace sie w 3 skrajnych
lokalizacjach poza zlewnig Cisy, cho¢ sg rozdzielone populacjami wyraznie od nich
odmiennymi, posiadaja te same haplotypy mitochondrialne i s3 grupowane przez
algorytmy przypisania (program Structure). Czas do najblizZszego wspélnego przodka
(tMRCA) catego gatunku B. carpathicus zostal okreslony na ok. 7 tys. lat, a wiec na

poczatek holocenu (Rys. 2). Niski poziom zmienno$ci u brzanki jest prawdopodobnie



efektem waskiego gardta demograficznego, ktére miato miejsce w tamtym czasie.
Podobne zjawisko zostato wczesniej opisane u gepardéw [Menotti-Raymond, O’Brien

1993], jednak publikacja H2 jest pierwszym przyktadem w ichtiofaunie europejskiej.
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Rys. 2. Wykres Bayesian Skyline dynamiki zmian demograficznych populacji brzanki (rysunek 6.
z publikacji nr 2). Krzywe pokazuja relatywne zmiany efektywnej wielkosci populacji
(przerywanymi liniami pokazany jest 95% przedziat ufnosci, linig cigglta mediana) w stosunku
do czasu liczonego w liczbie podstawien oraz w latach do chwili obecnej. Pionowa linia -
mediana oszacowania czasu do najblizszego wspélnego przodka.

Publikacje H1 i H2 dotyczg gatunku, ktory dokonat ekspansji w czasach historycznych.
Obecnie, ze wzgledu regulacje i przegradzanie rzek oraz zanieczyszczenia Srodowiska,
brzanka jest uznawana za gatunek narazony (kategoria IUCN: VU). Mimo, Ze zasiegi
wielu gatunkow ulegajg ograniczeniu w skutek przeksztatcania sSrodowiska przez ludzi,
zdarza sie, ze to witasnie dzieki dziatalnos$ci cztowieka gatunki sie rozprzestrzeniaja.
Przenoszenie zwierzat miedzy odlegtymi terenami bywa poczatkiem ekspansji w
nowym Srodowisku. Gatunki przeniesione przez cztowieka, ktore rozprzestrzeniajg sie
na nowych terenach i wywieraja negatywny wptyw na rodzime ekosystemy nazywamy
inwazyjnymi gatunkami obcymi (IGO). Posiadajg one cechy, ktére umozliwiajg im
ekspansje w obcym dla nich miejscu. Nie zostaty wyposazone w toku koewolucji w
elementy dostosowania do nowych warunkéw srodowiskowych, a mimo to ich
rozprzestrzenianie postepuje bardzo szybko. Wiele populacji gatunkéw inwazyjnych
zostato zatozonych z niewielkiej grupy osobnikow. W takich sytuacjach efekt zatozyciela
i dryf genetyczny moga znacznie ograniczy¢ zmiennos$¢ genetyczng w populacji

zalozycielskiej, za$ obnizony poziom zmiennosci moze niekorzystnie wptywac¢ na



dostosowanie osobnikéw. Jesli mimo to gatunek zachowuje zdolno$¢ do ekspansji i staje
sie gatunkiem inwazyjnym, mozna postawic¢ hipoteze, Zze zachowat on poziom
zmiennos$ci w loci umozliwiajgcy adaptacje, lub tez zmienno$¢ ta nie jest konieczna.
Genami, ktére powinny miec¢ znaczenie dla funkcjonowania w nowym siedlisku, s3 te
zwigzane z odpowiedzig immunologiczna. Gatunek inwazyjny wchodzi w kontakt z
patogenami, z ktérymi nie miat wcze$niej stycznosci, a wiec geny uktadu
odpornos$ciowego nie miaty szansy sie do nich dostosowa¢. Dodatkowo zmienno$¢
genow zwigzanych z odpornoscig mogta ulec ograniczeniu w procesie powstawania
populacji inwazyjnej. Z drugiej strony, wedtug hipotezy uwolnienia od wrogéw, brak w
zasiegu inwazyjnym patogenow z naturalnego zasiegu mogtaby pozwoli¢ na
ograniczenie inwestycji w odpornos$¢ i réwniez ograniczenie presji doboru. We
wspotpracy z dr hab. Aleksandra Biedrzycka podjatem badania nad poziomem
zmienno$ci w genach immunologicznych w europejskiej populacji szopa pracza
(Procyon lotor), czego efektem sa publikacje H3 i H4 (Biedrzycka i in. 2020 oraz
KonopinskKi i in. 2022). Inwazyjna populacja szopa istnieje w Europie od niecatych

100 lat. Poczatek populacji Srodkowoeuropejskiej daty osobniki, ktére zostaty celowo
wypuszczone w latach 30-tych XX wieku w Niemczech. Od tego czasu doszto do kilku
kolejnych introdukcji [Biedrzycka i in. 2014; Fischer i in. 2017]. Populacja niemiecka
stopniowo zaczeta rozszerzac zasieg w wielu kierunkach, a front ekspansji na wschéd

dotart do Polski.

Publikacja H3 dotyczy zmiennoS$ci w genach gtownego kompleksu zgodnosci tkankowej
(MHC). Sa to geny odpowiedzialne za powstawanie specyficznej adaptacyjnej
odpowiedzi immunologicznej kregowcédw. Na ogét charakteryzuje je bardzo wysoki
poziom zmiennoSci. Loci sg zwykle wielokrotnie zduplikowane, z r6zng liczbg kopii u
osobnikéw tego samego gatunku. U niektoérych gatunkéw, np. ptakéw wréblowych
odczytania sekwencji genu MHC-DRB szopa pracza wykorzystaliSmy masowe
sekwencjonowanie przy uzyciu systemu Illumina. Analizie poddali$my fragment 184
par zasad egzonu drugiego, ktéry koduje aminokwasy odpowiedzialne za
rozpoznawanie antygendw. Jako punkt odniesienia dla zmiennosci funkcjonalnej genu
MHC-DRB uzyliSmy neutralnej zmiennosci w dziewieciu loci mikrosatelitarnych.

WykazaliSmy, Ze populacja europejska posiada znacznie nizszy niz populacja
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amerykanska poziom zmiennosci na poziomie allelicznym w badanym fragmencie
genu MHC-DRB (Tabela 1). Mimo, Ze liczba zbadanych prébek z populacji inwazyjne
byta o rzad wielkos$ci wyzsza (N = 317) niz tych z populacji rodzimej (N = 21), liczba
znalezionych alleli populacji europejskiej byta nizsza niz w prébkach od szopow z
Florydy (odpowiednio 20 alleli i 32 allele). Jeszcze wiekszg réznice zaobserwowaliSmy
w bogactwie alleli (A4r), ktére pozwala uwzgledni¢ liczebno$¢ préby - w populacji
inwazyjnej wyniosto ono 8,83 podczas gdy w populacji rodzimej byto ponad dwa razy
wyzsze i wynidsto 22,06. R6znorodnos$¢ nukleotydowa sekwencji w obu populacjach
byta zbliZona, co oznacza, Ze populacja europejska, mimo mniejszej liczby alleli w
badanych loci, zachowata allele o0 duZym zréznicowaniu sekwencji. W populacjach
inwazyjnych najwyzsza Ar zostata znaleziona srodkowych Niemczech (Ar =9.00 w
populacji D2) a najnizsza w najdalej wysunietej na wschéd populacji PL2 (Ar =5,72).
Ten spadek poziomu zmiennosci odzwierciedla proces ekspansji szopow, ktorych
zasieg obecnie rozszerza sie gwaltownie na wschdd. Aby wyjasnic, jak spadek liczby
alleli wptywa na funkcjonalne warianty genu, stworzytem model, przy pomocy ktérego
poréwnano rzeczywisty rozktad tzw. supertypéw w populacjach do symulowanego
rozktadu losowego.

Tabela. 1. R6znorodno$¢ genetyczna w rodzimej i inwazyjnych populacjach szopa pracza
(Tabela 1 z publikacji H4).

Polimorficzne Polimorficzne D Tajimy D Tajimy

N SNP geny Syn NS 7 Syn T NS
27 76,1 % 98,1 % -0,4044 -0,4568 0,00065 0,00053
FL (0,82668) (0,93030) (0,000577 (0,000817)
)
30 44,5 % 90,0 % -0,0026 0,2390 0,00050 0,00049
CE (0,83217) (1,01521) (0,000591 (0,000678)
)
30 30,0 % 76,4 % 0,6147 0,3981 0,00043 0,00045
CZ (0,97675) (1,15200) (0,000664 (0,000818)
)

N - Liczba osobnikéw, Polimorficzne SNP i geny - udziat polimorficznych SNP/genéw wzgledem
wszystkich badanych SNP/gendw, D Tajimy Syn/NS - $rednie D Tajimy w obrebie badanych
populacji. 7 Syn and 7 NS - Srednia synonimowa i niesynonimowa réznorodno$¢ nukleotydow
w obrebie badanych populacji. Odchylenia standardowe D Tajimy oraz 7w nawiasach.
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Supertypy MHC to grupy alleli kodujace biatka, ktére w miejscu przytaczania antygenéw
posiadaja zblizong pod wzgledem biochemicznym sekwencje aminokwas6w, przez co
wszystkie wersje allelu nalezgce do jednego supertypu wykrywaja podobny rodzaj
antygenow, odmienny od antygen6w wykrywanych przez pozostate supertypy. Wsrod
wykrytych przez nas alleli znalezliSmy 10 supertypéw liczacych od 2 do 16 alleli. Liczba
supertypow wykrytych w osobnikach mies$cita sie w zakresie od dwoch do czterech w
populacji florydzkiej oraz od dwéch do szesciu w populacjach europejskich. Srednia
liczba alleli i supetypdw w przeliczeniu na osobnika wynosita odpowiednio 3,1312,51 w
populacji rodzimej oraz 3,43 i 2,81 w populacjach inwazyjnych. W wyniku symulacji
udato sie stwierdzi¢, ze w populacjach niemieckich i polskich liczba supertypéw w
osobnikach jest wyzsza niz wynikatoby to z rozktadu losowego alleli, jednak jest nizsza
niz w symulacjach zaktadajacych istnienie sprzezen miedzy allelami. Oznacza to, Ze u
szopow istnieja mechanizmy, ktore promuja genotypy bardziej zr6znicowane pod
wzgledem liczby supertypow. Cho¢ natura tych mechanizméw jest nieznana mozna
podejrzewad, ze allele nalezgce do réznych supertypow sa z sobg sprzezone. Nie mozna
jednak wykluczy¢, ze wewnatrzosobnicza réznorodnos$¢ supertypéw wynika z
nielosowego krzyzowania sie osobnikéw. Oba te mechanizmy prowadza jednak do
podobnego efektu, ktory sprzyja utrzymywaniu sie wysokiego poziomu funkcjonalne;j
zmienno$ci genetyczne, w tym przypadku pozwalajacego na zwigzanie wiekszej liczby
antygenow pochodzacych od patogendw napotykanych w zasiegu inwazyjnym. Zjawisko
to, umozliwiajace szersza odpowiedZ immunologiczng, powinno potencjalnie utatwic

ekspansje gatunku na dalsze tereny.

W ramach kontynuacji badan nad genami immunologicznymi szopa pracza wzigtem
udziat w realizacji kolejnych badan wraz dr hab. Aleksandrag Biedrzycka (we wspotpracy
z dr Anng Fijarczyk z Université Laval w Kanadzie). Celem projektu byto okreslenie jak
zmienia sie presja doboru naturalnego w nowym zasiegu gatunku. Efektem tych prac

jest publikacja H4. Na podstawie transkryptomoéw pozyskanych od 4 osobnikéw

zaprojektowaliSmy zestaw sond do metody sekwencjonowania metoda MIP (ang.
molecular inversion probes) fragmentow egzonow 254 genow zwigzanych z system
odpornosSciowym szopa pracza. Do analiz wykorzystaliSmy sekwencje 27 osobnikow z
populacji amerykanskiej (FL) oraz po 30 osobnikow z populacji czeskiej (CZ) oraz

niemiecko-polskiej (CE). W analizach postuzyliSmy sie tradycyjnymi metodami jak test
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Tajimy, czy zmiany réznorodnosci nukleotydowej, jak réwniez analizami obserwacji
odstajacych (ang. outlier analysis) w programach pcadapt i FLK. Pierwotny zestaw 254
fragmentéw genow zostat odfiltrowany na dwa sposoby. Do obliczen Tajimy D oraz
réznorodnosci nukleotydowej aby uzyska¢ wiarygodny wynik wykorzystaliSmy
wytacznie fragmenty o dtugos$ci niemniejszej niz 150 par zasad oraz zawierajgce
przynajmniej 3 miejsca polimorficzne, co dato 624 miejsca polimorficzne (SNP) zawarte
w 110 genach. Do analiz obserwacji odstajacych w programach FLK i pcadapt
odfiltrowaliSmy wszystkie miejsca polimorficzne zawierajgce mniej niz 3 allele, przez co
pozostato 423 miejsca polimorficzne zawarte w 154 genach. Podobnie jak w przypadku
gendéw MHC, badane geny miaty ogdlnie nizszy poziom zmiennosci w populacjach
inwazyjnych niz w oryginalnym zasiegu. R6Znice byty widoczne w nizszej liczbie SNP
i mniejszej proporcji polimorficznych genéw u europejskich szopéw. Populacja CZ
ponownie charakteryzowata sie najnizszym poziomem zmiennosci spo$réd wszystkich
zbadanych. Badana przez nas czeska populacja szopa zostata zatozona na poczatku XXI
wieku przez osobniki, ktére uciekty z jednej hodowli. Jest to kolejne potwierdzenie
wptywu efektu waskiego gardia przy tworzeniu sie populacji inwazyjnych szopa. Co
ciekawe utrata zmienno$ci w populacji CE, ktéra prawdopodobnie powstata w
skutek wymieszania osobnikéw z Kkilku niezaleznych introdukcji [Biedrzycka i in.
2014; Fischeriin. 2017], w wiekszym stopniu dotyczyla miejsc synonimowych niz
niesynonimowych. Mogtoby to swiadczy¢, Ze dobdr naturalny utrzymuje w populacji
zmienno$¢ funkcjonalng, mimo, ze dryf genetyczny pozbawit jg zmiennos$ci neutralne;j.
We wszystkich badanych populacjach wartosci D Tajimy dla wiekszo$ci genoéw nie
odbiegaty istotnie od zera, czyli nie wykazywaty wptywu ani proceséw demograficznych
ani dziatania doboru naturalnego. Widoczne jednak byty pewne, nieoczywiste wzorce w
rozktadzie D. W amerykanskiej populacji szopa wartosci D czeSciej byty nizsze od zera
niz w populacjach europejskich. Taki wynik moze wskazywac na ekspansje populacji lub
na dziatanie doboru negatywnego, ktéry usuwa wiekszo$¢ nowych wariantéw, przez co
wystepuja one w niskiej czestosci. Poniewaz populacja ta jest od lat stabilna, mozna ten
wynik uznac za efekt dziatania doboru. Co ciekawe, geny o wartosciach D <-1w
amerykanskiej populacji czesto byly monomorficzne w populacjach inwazyjnych, a
utrwalony allel byt najliczniejszym w populacji rodzimej. WysuneliSmy hipoteze, ze
takie genetyczne oczyszczanie z niekorzystnych wariantow genoéw poprzez dryf

genetyczny w chwili zakladania populacji inwazyjnej moze by¢ korzystne dla
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gatunku inwazyjnego utatwiajac osobnikom dalszg ekspansje. Wysokie wartosci D
Tajimy oraz ré6znorodnos$ci nukleotydowej w populacji CE, mimo obserwowanej
ekspansji, ktéra powinna prowadzi¢ do spadku D sg prawdopodobnie skutkiem
krzyzowania sie osobnikéw sprowadzonych z réznych czesci zasiegu naturalnego. Na
podstawie réznorodnosci nukleotydowej oraz wartos$ci D Tajimy zidentyfikowalisSmy
sze$¢ gendw, ktore przejawialy wzor zmienno$ci typowy dla dziatania doboru
naturalnego. Mimo utraty zmiennos$ci w populacjach europejskich, wzoér zmiennosci w
tych genach w wiekszosci wskazywal na dziatanie doboru réwnowazacego. Pod
wptywem doboru réwnowazacego znajdowaty sie geny nalezace do trzech grup:
receptory toll-like, cytokiny oraz zwigzane z cytokinami geny odpowiedzialne za
powstawanie stanu zapalnego. S3 to geny odpornosci wrodzonej, ktéra jest pierwsza
linig obrony jeszcze przed wyksztatceniem odpornosci nabytej. WykazaliSmy w ten
sposéb, Ze nie tylko zmienno$¢ adaptacyjna (locus MHC-DRB) ale réwniez odporno$¢

wrodzona ma znaczenie w czasie szybko postepujacej ekspansji gatunku inwazyjnego.

Procesy ekspansji oraz inwazji majg miejsce nie tylko w duzej skali przestrzennej
(regiondw, kontynentéw). Ekspansja dzikéw (Sus scrofa) w miastach, podobnie jak
rozprzestrzenianie sie szopa pracza w Europie ma zwigzek z dziatalnoscig ludzka,
jednak w przeciwienstwie do ekspansji szopa, jest to powroét gatunku na dawniej
zajmowane tereny, a nie wprowadzenie do nowego Srodowiska. Zajmowanie przez
cztowieka coraz wiekszych obszaré6w zmusza gatunki dzikie do wycofania sie lub
adaptacji do panujgcych warunkow. Rekolonizacja terendw miejskich przez gatunki
dzikie zostata zaobserwowana w wielu miejscach na $wiecie i mozna sie spodziewac, ze
gatunkow takich bedzie przybywac. Pigta praca przedstawionego osiggniecia
habilitacyjnego dotyczy ekspansji populacji dzika na obszarze duzego miasta
(publikacja H5: Konopinski i in. 2022). W skutek pres;ji ze strony cztowieka dziki
zostaty wyparte z obecnych terenéw miejskich w wielu miejscach na $wiecie.
Wspétczesna populacja dzika w Krakowie ma swoje poczatki w latach
dziewiecdziesigtych XX wieku, kiedy ponownie zaczeto obserwowac dziki w zachodniej
cze$ci miasta. W tamtym czasie zbudowano obwodnice miasta od strony zachodniej, a
pOzniej potudniowej, co ograniczyto podmiejskim populacjom dostep do terenéw
miejskich. Mimo to liczebnos$¢ dzikéw w Krakowie w dalszym ciggu sie zwieksza.

Obwodnica autostradowa nie stanowi szczelnej bariery - pod estakadami nad Wista i
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Rudawag istniejg szerokie przejscia taczace tereny miejskie z podmiejskimi, a dziki byty
wielokrotnie obserwowane na wiaduktach nad autostrada. W celu zbadania czy
trwajaca ekspansja demograficzna wynika z imigracji, czy jest wytacznie efektem
rozwijania sie populacji miejskiej, przeprowadzitem badania genetyczne probek
pobranych od osobnikéw upolowanych na terenie miasta oraz terenach otaczajacych
Krakéw. Badania te byty czescia projektu "Kolonizacja obszaréw miejskich przez dziki -
problemy ekologiczne i spoteczne” (grant nr N N304 382138), ktorego bytem wykonawca
odpowiedzialnym za cze$¢ zwigzang z analizami genetycznymi. Analizujgc polimorfizm
12 loci mikrosatelitarnych wykazatem, Ze populacja miejska jest odizolowana od
populacji podmiejskich (Rys. 3). Odrebnos¢ populacji krakowskiej kontrastuje z niska
réznorodnos$cia miedzypopulacyjng osobnikéw zamieszkujgcych tereny podmiejskie
wyrazong w niskim Fsr, brakiem rozgraniczenia populacji w analizie gtéwnych
sktadowych w testach przypisania (ang. assignment tests). Na terenie Krakowa nie
stwierdzono genotypdw podobnych do tych wystepujacych poza miastem, natomiast

kilka genotypo6w zblizonych do krakowskich wykryto na terenach na zachéd od
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Rys. 3. Przestrzenna struktura genetyczna populacji dzika w Krakowie i na terenach
otaczajacych (Rycina 4 z publikacji H5). Wyniki testu przypisania wykonanego w programie
Genland dla zaktadanej liczby populacji K = 3.
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Poniewaz obwodnica moze by¢ pokonywana przez dziki, a te z kolei nie sg zwierzetami
terytorialnymi, wydaje sie, Ze istnieje jaki$§ inny mechanizm powodujacy izolacje
populacji miejskiej. Druga najbardziej odmienng populacja na badanym obszarze jest ta
zamieszkujaca tereny Ojcowskiego Parku Narodowego (OPN). Jest to stosunkowo
niewielki obszar sgsiadujacy z terenami o podobnym charakterze przyrodniczym. To co
z pewnoscig odroznia OPN od pobliskich teren6éw, to nasilona obecno$¢ ludzi. Park
narodowy skupia ogromne zainteresowanie i jest odwiedzany przez setki tysiecy
turystow rocznie. Na tej podstawie sformutowatem hipoteze, ze to wtasnie oswojenie
sie z bliskoscig ludzi stanowi czynnik prowadzacy do behawioralnej izolacji

dzikéw zyjacych w poblizu siedzib ludzkich.

Ostatnig publikacja mojego osiggniecia habilitacyjnego jest praca teoretyczna dotyczaca
jednej z miar stosowanych przy okreslaniu poziomu zmienno$ci genetycznej -
wskaznika réznorodnos$ci Shannona (ang. Shannon Diversity Index; publikacja H6,
Konopinski 2020). Procesowi ekspansji czesto towarzyszy powstawanie roéznic w
poziomie zmiennoSci genetycznej. Przyktady takich réznic mozna znaleZ¢ we wszystkich
publikacjach wchodzacych w skiad przedstawionego cyklu. Aby wykry¢ istnienie réznic
nalezy zastosowac miare, ktora pozwoli w wiarygodny sposob okres$li¢ zmienno$¢ w
populacjach. Istnieje wiele wskaznikdw poziomu zmiennos$ci. Wspotczynnik
réznorodnos$ci Shannona (H) nalezy do miar obliczonych na podstawie frekwencji alleli
w populacji. Stworzony zostat w potowie XX wieku przez Claude'a Shannona z myslg o
analizie informacji [Shannon 1948]. Indeks réznorodnosci bardzo szybko zyskat
popularno$¢ w naukach biologicznych i stat sie jedng z najczesciej stosowanych miar
réznorodnosci biologicznej [Pielou 1966]. Wraz z rozwojem genetyki populacyjnej
zaczat by¢ rowniez wykorzystywany do oceny poziomu réznorodnosci genetyczne;j.
Kiedy zaczeto bada¢ jego wtasciwosci okazato sie, Ze oryginalny wzoér na wskaznik
Shannona H' (w pracy oznaczony Hu.k) jest wrazliwy na wielko$¢ préby i przy matej
préobie wynik jest zanizony. W 1977 roku Zahl opublikowat nowy sposéb obliczania
wskaznika Shannona niewrazliwy na wielko$¢ proby (Zahl, 1977, w mojej pracy
oznaczony Hz). W ostatnich latach opublikowano dwie kolejne metody obliczania
nieobcigzonego wspotczynnika Shannona: Chao and Shen, 2003 (Hcs) oraz Chao et al,,
2013 (Hchao)- Mimo tych odkry¢ w najpopularniejszych programach do genetyki

populacyjnej wcigz stosuje sie tradycyjny wzdr na obliczanie indeksu Shannona.
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Postanowitem zbadac¢ jak poziom zmiennos$ci wptywa na oszacowanie H dla préb
réznigcych sie wielkoscig. Dane do analiz wygenerowatem przy pomocy programu
fastsimcoal? [Excoffier i in. 2021]. Poniewaz nie znalaztem zadnej funkcji, ktéra
pozwolitaby obliczy¢ wszystkie 4 estymatory indeksu Shannona na podstwie danych
genetycznych stworzytem wtasng funkcje, ktérg opublikowatem w serwisie GitHub
(https://github.com/konopinski/Shannon). Obliczone indeksy poréwnatem z wartos$cig
parametryczng obliczong na podstawie wszystkich osobnikéw w populacji. Zgodnie z
przewidywaniami, Ze oryginalny wzor na indeks Shannona (Hu.e) prowadzi do
niedoszacowania indeksu - mediana wzglednego odchylenia oszacowania wynosita
ponad -20% w najmniejszej probie. Estymatory nieobcigzone charakteryzowaty sie
znacznie mniejszym odchyleniem. W przypadku estymatoréw Hzi Hcrao btad
systematyczny byt bardzo maty i bardziej widoczny jedynie przy obliczeniach na
podstawie najmniejszych préb. Aby oceni¢ jak poszczego6lne parametry zmiennosci
genetycznej wplywaja na oszacowanie indeksu Shannona zastosowatem uogdlniony
model liniowy, w ktérym, jako zmienne, uwzglednitem wielko$¢ préby, limit liczby alleli
w locus, tempo mutacji, oraz heterozygotycznos¢, ktére odniostem do $redniego
wzglednego btedu kwadratowego (MRLE). Przy matej probie najwiekszy wplyw na
btad miata maksymalna liczba alleli w locus - loci o potencjalnie duzej liczbie alleli
charakteryzowaty sie wiekszym btedem. Jest to skutkiem "pominiecia” w pobranej
probie alleli wystepujacych w matych frekwencjach co prowadzi do zanizenia
oszacowania. Efekt liczby alleli najlepiej byt widoczny w przypadku oryginalnego
estymatora. Przy duzych prébach biad byl bardzo maty jednak w wyzszym stopniu
zalezal on od tempa mutacji niz od liczby alleli w locus. Prawdopodobnie wynika to
z wiekszej liczby nowych wariantow pojawiajacych sie w skutek mutacji, a tym samym
wystepujacych w matej frekwencji. Wiekszo$¢ symulowanych populacji przeszta przez
waskie gardto liczebno$ciowe, co musiato doprowadzi¢ do utraty czesci zmiennosci. Co
ciekawe efekt ten byt najbardziej widoczny w przypadku estymatora nieobcigzonego
Hcs. W pracy wykazatem, ze korzystanie z oryginalnego estymatora w badaniach
genetycznych jest btedem, gdyz z wyjatkiem bardzo duzych wielkos$ci préb (rzedu setek
osobnikéw z populacji) oryginalne rdwnanie niepoprawnie szacuje wielko$¢ indeksu

Shannona.
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Podsumowanie

Prace wchodzace w sktad przedstawianego przeze mnie osiggniecia habilitacyjnego
prezentuja wyniki badan nad genetycznymi aspektami ekspansji trzech réznych
gatunkéw. Wykazaty one duze zr6znicowanie zjawiska ekspansji na poziomie
molekularnym. Ekspansje nastepowaty w réznych okresach, z r6zng predkoscia i r6zne
byty przyczyny ekspansji jednak we wszystkich przypadkach zwiekszanie zasiegu
wigzato sie z utratg zmiennosci genetycznej. Mimo to dwa spo$réd badanych gatunkéw -
szop pracz i dzik - doskonale sobie radzg w swoich nowych zasiegach i Srodowiskach, a
brzanki zagrozone sg gtéwnie dziatalnoscig cztowieka, a nie skutkami utraty zmiennosci.
Badania, ktére przeprowadzitem na brzankach wykazaty, Ze populacje skrajne posiadaja
bardzo niski poziom zmiennosci, co jest skutkiem ekspansji, ktéra nastapita po
ekstremalnym spadku liczebnos$ci na przetomie holocenu i plejstocenu.
Rozprzestrzenianie sie brzanki nie zostatlo zahamowane przez brak zmienno$ci. Mozna
podejrzewac, ze w populacjach refugialnych zachowana zostata zmiennos$¢ w genach

kluczowych dla utrzymania dostosowania osobnikéw.

Przyktad szopa pracza pokazuje, Ze mogg istnie¢ mechanizmy ewolucyjne mogace
powstrzymac spadek zmiennosci w loci bedacych pod wptywem doboru. Zaré6wno w
genach MHC jak i w niektorych genach odpornos$ciowych z innych grup u szopa pracza
zachowana réznorodno$¢ pozwala na skuteczng obrone przed patogenami
napotykanymi w nowym zasiegu. Wobec postepujacego ocieplenia klimatu nastepuja
zmiany zasiegu roznych patogenow [Altizer i in. 2013], skutkiem czego gatunki beda
musiaty sie konfrontowac z wirusami, bakteriami czy pasozytami, ktorych nie miaty
wczes$niej szansy spotkac. Dlatego badania takie jak te nad ekspansja populacji szopa
moga okazac sie przydatne, aby zrozumiec jaki rodzaj zmiennoSci jest istotny dla
dtugotrwatego przetrwania gatunku w zmieniajgcym sie Srodowisku. Paradoksalnie
badania gatunkow ekspansywnych i inwazyjnych moga zosta¢ rowniez wykorzystane w
aktywnej ochronie gatunkéw zagrozonych. Poznanie mechanizmoéw ksztattujacych
zmienno$¢ genomowa populacji inwazyjnych moze poprawi¢ skutecznos¢ reintrodukcji

gatunkow gingcych [Sax i in. 2007].

W przypadku dzikéw spadek poziomu zmiennoS$ci genetycznej nie jest tak wyrazny jak u

brzanki czy szopa i dotyczy jedynie populacji miejskiej, dlatego nie stanowi on
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zagrozenia dla dzikéw jako gatunku. Co wiecej populacja dzika w Krakowie wcigz sie
powieksza. Dalsza ekspansja dzikow coraz czeSciej prowadzi do powstawania
konfliktéw z cztowiekiem, dlatego konieczne jest wypracowanie odpowiedniej strategii
zarzadzania populacjg dzikdw w miesScie. Przedstawione wyniki badan wskazujg, ze
populacja miejska funkcjonuje zupetnie niezaleznie od populacji otaczajacych miasto i
dlatego moze rowniez by¢ kontrolowana niezaleznie. Dziki w mieScie sg poddawane
bardzo duzej presji towieckiej. Co roku na terenie Krakowa zabija sie od 100 do 200
dzikow, ale ze wzgledu na szybki rozrdd nie wptywa to na spadek liczebnosci dzikow w
mieScie. Sama presja towiecka jest jak wida¢ niewystarczajaca do kontrolowania
populacji. Bez wiedzy na temat relacji miedzypopulacyjnych nie sposéb wprowadza¢
skutecznego zarzadzania dzikimi populajcjami, dlatego badania takie jak

zaprezentowane w publikacji H5 sg niezwykle wazne z praktycznego punktu widzenia.

Ostatni artykut mojego osiggniecia habilitacyjnego jest w pewnym sensie klamrg
spinajaca podejmowane przeze mnie tematy. W publikacji H2 do opisania zmiennos$ci w
badanych populacjach wykorzystatem indeks ré6znorodnosci Shannona obliczony
wedlug oryginalnego wzoru, natomiast w publikacji H5 wykorzystalem moja funkcje do
obliczania nieobcigzonych estymatorow H. Poprawne oszacowanie poziomu zmiennoSci
jest w oczywisty sposOb wazne w badaniach populacyjnych. Indeks Shannona doskonale
nadaje sie do opisywania zmiennosci ze wzgledu na swoja czuto$¢, wyzsza niz w
przypadku heterozygotycznosci. Niedawno zostat on zaproponowany jako uniwersalna
miara bioréznorodno$ci na wielu poziomach organizacji od gen6w po ekosystemy

[Gaggiotti i in. 2018].

Perspektywy dalszych badan

Badania na brzankach prowadzitem z uzyciem loci neutralnych, ktére doskonale nadaja
sie do przesledzenia historii ekspansji, ale nie daja odpowiedzi na temat cech genomu
istotnych dla szans przetrwania gatunku. Dlatego rozpoczatem pilotazowy projekt
finansowany przez Instytut Ochrony Przyrody (budzet: 50 000 z1), w ramach ktérego
planuje wykonanie analiz genomu brzanki metodg RAD-seq. Zatozeniem projektu jest, ze
w genomie brzanki istniejg miejsca, w ktérych zachowat sie wyzszy poziom zmiennosci
niz we wczesniej badanych przeze mnie loci neutralnych. Ponadto planuje sprawdzi¢ czy

okazjonalne krzyzowanie sie brzany i brzanki pozostawito $§lad horyzontalnego
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transferu genéw w genomach tych gatunkéw - szczegoélnie u brzanki, u ktorej
podniesienie zmienno$ci w skutek krzyzowania sie moze znacznie zmienia¢
dostosowanie osobnikow w populacjach pozbawionych zmiennosci. Po uzyskaniu
wynikow planuje ztozenie wiekszego grantu (np. w Narodowym Centrum Nauki), w
ktérym zamierzam zbadac szczegdétowo réznorodnos$¢ genomowa brzanki w
populacjach o odmiennym poziomie zmienno$ci. Planuje rowniez rozwing¢ wspotprace
miedzynarodowa w celu przeprowadzenia paneuropejskich badan kompleksu gatunkow
z rodzaju Barbus sp. Sg to gatunki w r6Znym stopniu spokrewnione i wykorzystujace
rézne biotopy. Niektére gatunki krzyzuja sie w Srodowisku naturalnym. Co wiecej, jak
wiekszos$¢ ryb karpiowatych sg one tetraploidami. Stwarza to doskonata okazje do
zbadania funkcjonowania genomu, ré6znicowania funkcji genéw, tempa powstawania

reorganizacji w genomie, czy mechanizméw powstawania izolacji rozrodcze;j.

Obecnie jestem wykonawcg w kolejnym projekcie dotyczacego inwazyjnej populacji
szopa pracza ("Badanie zmiennosci genomowej w konteks$cie sukcesu gatunku
inwazyjnego na przyktadzie szopa pracza." 2020/37/B/NZ8/03801, kierownik: dr hab.
Aleksandra Biedrzycka). W trakcie tych badan wykonujemy analizy genomu szopa przy
uzyciu metody RAD-seq oraz exome-capture. Badamy rowniez prokariotyczne i

eukariotyczne patogeny jelitowe szopéw z uzyciem metabarkodingu.

Kolejne zagadnienie, ktére chciatbym szerzej rozwija¢ w przysztosci to
bioinformatyczne badania symulacyjne w srodowiskach R i Python. Badania
symulacyjne pozwalajg opracowac nowe metody analityczne, sprawdza¢ poprawnos¢
zalozen réznych koncepcji oraz testowac hipotezy, ktore sg trudne do weryfikacji
empirycznie. W szczegdlnosci chciatbym testowac dwa zagadnienia: wptyw
standaryzacji miar zmiennosSci w loci charakteryzujacych sie réznym poziomem
réznorodnos$ci na moc testow statystycznych porownujacych poziom zmiennos$ci w
populacjach, oraz wptyw wyboru metody resamplingu danych na oszacowania réznych
miar zmienno$ci. W zwigzku z rozwojem zainteresowan w kierunku genomiki planuje
réwniez badania nad wptywem btedéw systematycznych w danych z urzadzen do
masowego sekwencjonowania na miary zmiennosci oraz testy statystyczne oceniajace
migracje, zmiany demograficzne, czy przynalezno$¢ osobnikéw do populacji (testy

przypisania).
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4. Przebieg kariery naukowej

4.1. Kariera naukowa przed uzyskaniu doktoratu

Po ukonczeniu studiéw magisterskich na Uniwersytecie Jagiellonskim w 1997 roku
podjatem prace w firmie Arbor Instruments zajmujacej sie importem i dystrybucja
odczynnikow i aparatury do badan genetycznych. Praca w tej firmie pozwolita mi na
poszerzenie wiadomos$ci na temat 6wczesnych nowinek technicznych w dziedzinie
biologii molekularnej, co spowodowato, Ze, jako ekolog, zaczatem interesowac sie
genetyka ekologiczna. W paZdzierniku 1998 roku zdecydowatem sie na powré6t do nauki
- znalaztem prace na stanowisku technicznym w Laboratorium Genetycznym Katedry
Hodowli Roslin i Nasiennictwa Akademii Rolniczej w Krakowie, jednak z przyczyn
ekonomicznych bytem zmuszony zrezygnowac z tej pracy i powrocitem do pracy w
firmie Arbor Instruments. W tamtym czasie nawigzatem kontakt z prof. dr hab.
Henrykiem Okarma. Profesor Okarma byt zainteresowany prowadzeniem badan nad
rysiami z uzyciem metod genetyki molekularnej, co bezposrednio wigzato sie z moimi
zainteresowaniami. Posiadatem wiedze w tym zakresie, co w tamtych czasach wciaz
byto stosunkowg rzadkoscig wsrod ekologow. W ramach wspétpracy podjatem sie
zadania stworzenia laboratorium molekularnego w Instytucie Ochrony Przyrody PAN.
W roku 2000 zostatem zatrudniony na stanowisku badawczo-technicznym jako
wykonawca w grancie prof. Zbigniewa Witkowskiego dotyczacym niepylaka
mnemozyny. W latach 1999-2002 udato mi sie pozyskac $rodki i zorganizowac¢
Laboratorium Roznorodnosci Genetycznej w Instytucie. W 2001 roku odbytem
sze$ciomiesieczny staz w Laboratorium Genetyki Ewolucyjnej na Universitat de
Barcelona. W trakcie stazu prowadzitem badania nad zmienno$cia sekwencji genow
receptorow wechowych u Drosophila melanogaster i D. pseudoobscura. Pobyt w
Barcelonie pozwolil mi zdoby¢ wiedze, ktéra trudno bytoby mi zdoby¢ w tamtym czasie
w Polsce.

W 2008 roku obronitem doktorat p.t. "Zmienno$¢ genetyczna i asymetria fluktuacyjna u
niepylaka mnemozyne Parnassius mnenosyne L." Badania zostaty sfinansowane z grantu
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promotorskiego, ktéry pozyskaliSmy razem z moim promotorem prof. Okarma. Jak sie
okazato podobne badania do doktoratu prowadzit w tamtym czasie Paolo Gratton z
Uniwesytetu "Tor Vergata" w Rzymie. Efekt naszych badan opublikowalisSmy we
wspolnej pracy (Gratton, Konopinski, Sbordoni 2008), ktéra, jak na prace o
niemodelowym gatunku owaddw, do dzis$ cieszy sie stosukowo duzym
zainteresowaniem (70 cytowan do 15 stycznia 2023).

Oprécz badan zwigzanych z doktoratem angazowatem sie w wiele innych projektéw.
Obok niepylaka mnemozyny, zajmowatem sie tak r6znorodnymi taksonami jak rys, wilk,
zbik, suset peretkowany, rokitniczka, oraz dwa gatunki ryb (brzanka i brzana) oraz ich
mieszance. W latach 2004-2007 realizowatem grant dotyczacy oceny liczebno$ci wilkéw
w Karpatach. Byty to jedne z pierwszych takich badan prowadzonych w Polsce. Wyniki
tych badan zostaty zaprezentowane na V Europejskim Kongresie Mammologicznym w
Sienie (Konopinski, Okarma, Jedrzejewski 2007) oraz wykorzystane w publikacjach,
ktoére ukazaty sie juz po uzyskaniu przeze mnie stopnia doktora (Czarnomska, i in. 2013,
Pilotiin. 2018). W latach 2002-2007 wspétpracujac z prof. Hermanem Ansorge, Gesa
Kluth i Ilkg Reinhard prowadzitem pierwsze badania genetyczne nowopowstatej
populacji wilkéw we wschodnich Niemczech (Otto et al. 2008).

W latach 2002-2008 bytem zaangazowany w prowadzone przez Aleksandre Biedrzycka
badania nad genetyka populacyjng susta peretkowanego w Polsce i na Ukrainie.

Nastepnie, w 2006 roku podjatem wspéiprace z dr hab. Antonim Amirowiczem
dotyczaca problemu pochodzenia opisywanego przez cze$¢ badaczy gatunku z rodzaju
Barbus, tj. brzany Waleckiego (Barbus waleckii). Wyniki tych badan zostaty
przedstawione na Europejskim Kongresie Ichtiologicznym w 2007 roku w Cavtacie
(Chorwacja, Konopinski, Kukuta, Amirowicz 2007).

4.2. Kariera naukowa po uzyskaniu stopnia doktora.

Po uzyskaniu stopnia doktora zajmowatem sie w duzej mierze kontynuacjg tematow
rozpoczetych w latach poprzedzajacych obrone. W roku 2008 razem z Aleksandra
Biedrzycka opublikowali$my wyniki badan nad sustem peretkowanym (Biedrzycka i
Konopinski 2008). W kolejnych latach ukazaty sie dwie prace konczace moje badania
nad rysiem (Schmidt, Ratkiewicz i Konopinski 2011 oraz Ratkiewicz, i in. 2012) i
wilkiem (Czarnomska i in. 2013, Pilot i in. 2018).

W zwigzku z prowadzeniem Laboratorium Réznorodnosci Genetycznej podjatem
réwniez szereg nowych tematéw badawczych. We wspéipracy z dr hab. Antonim
Amirowiczem rozpoczatem badania nad mieszancami ptoci i leszcza w zbiorniku
retencyjnym w Dobczycach, na rzece Rabie (Konopinski i Amirowicz 2015, Konopinski i
Amirowicz 2017).
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W roku 2012 wzigtem udzial w dwutygodniowym szkoleniu dotyczacym technik
sekwencjonowania nowej generacji w Czeskim Krumlovie. Po ukoniczeniu tego szkolenia
swoje zainteresowania rozszerzytem w kierunku badan genomowych.

W 2014 roku rozpoczatem trwajacg 2 lata wspotprace z pracownikami Katedry
Immunologii Collegium Medicum U]. Prowadzili§my badania nad mechanizmami
powstawania stanu zapalnego oraz jego rola w systemie odpornosciowym (Biedron i in.
2015, Peruniin. 2016).

Zaangazowatem sie rowniez w prowadzone w Instytucie Ochrony Przyrody badania nad
niedZwiedziem brunatnym w zespole prof. Nurii Selvy. W ramach wspétpracy z tym
zespotem bratem udziat w badaniach dotyczacych szk6d powodowanych przez
niedZwiedzie (Berezowska i in,. praca ztoZzona do recenzji) oraz prowadzitem badania
dotyczace filogeografii niedZwiedzia w Europie w ramach projektu BearConnect.

Réwnolegle do badan genetycznych rozwijatem swojg znajomos$¢ programowania w
jezykach Python i R. W tym celu w 2016 roku odbytem 3 miesieczny staz w firmie
Ericsson Polska na stanowisku programisty. Nauka programowania zaowocowata
dwiema publikacjami dotyczacymi teoretycznych aspektéw genetyki populacyjnej
(praca H6 oraz Konopinski 2022)

Oprécz badan Scisle naukowych bratem rowniez udzial w wykonywaniu ekspertyz
przyrodniczych dotyczacych rozréznienia wilkoéw i pséw oraz ich mieszancéw w Polsce
Zachodniej oraz we wschodnich Niemczech, introdukcji susta moregowanego na
Opolszczyznie, liczebnoSci wilka w trzech ostojach w sieci Natura 2000 (Bory
Dolnoslaskie, Gorce i Beskid Sadecki) oraz liczebnosci niedZzwiedzia w Bieszczadach i
Tatrach.

5. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz
popularyzujacych nauke.

Cho¢ prowadzenie dydaktyki jest ograniczone w jednostkach PAN, to korzystatem z
kazdej nadarzajgcej sie okazji do dzielenia sie mojg wiedzg. W latach 2003-2017
wygtaszatem wyktady w ramach kilku kurséw dla studentow Uniwersytetu
Jagiellonskiego: Naukowe podstawy ochrony przyrody (WBNZ-710), Practical aspects of
environmental conservation (WB.INS-5). Prowadzitem réwniez wyktady w ramach
Studium Doktoranckiego Nauk Przyrodniczych Polskiej Akademii Nauk w Krakowie. W
2004 roku dla cztonkéw két towieckich wygtositem dwa wyktady na temat badan
genetycznych.

Jestem rowniez autorem pieciu rozdziatéw w ksigzkach o charakterze popularno-
naukowym dotyczacych ochrony przyrody (Zajac, Gondek, Konopinski 2002, Konopinski
2003, Konopinski 2004, Konopinski 2007a i b) oraz dwéch artykutéw popularno-
naukowych (Konopinski 2021, Konopinski i Biedrzycka 2021)
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W latach 2011-2014 kilkukrotnie prowadzitem wyktady na temat ré6znorodnosci
genetycznej dla uczniéw VI Liceum Ogélnoksztatcgcego w Krakowie.

Troje magistrantéw wykonujacych prace magisterskie w Instytucie Ochrony Przyrody
PAN (Aleksandre Gondek, Alicje Babst-Kostecka, Wojciech Groblickiego) oraz trzy
pracownice techniczne zatrudnione przez Instytut (Magdalene Poznanskg, Joanne
Kudtek oraz Joanne Reszke) od podstaw nauczytem pracy w laboratorium genetyki
populacyjne;j.

6. Aktywnos$¢ naukowa w innych jednostkach naukowych.

Przed uzyskaniem stopnia doktora

0d poczatku mojej pracy w nauce nawigzywatem kontakty z uczonymi z wielu osrodkow
naukowych w Europie. W 2001 roku spedzitem 6 miesiecy na stypendium
przeddoktorskim Marie Curie Fellowship na Universitat de Barcelona na wydziale
Gentyki, Mikrobiologii i Statystyki w grupie prof. Montserrat Aguade w ramach projektu:
“Detecting the effects selection on olfactory receptors in Drosophila melanogaster.”
Efektem tego pobytu jest prezentacja na konferencji ESEB w 2005 roku (Konopinski,
Gondek, Pabijan, Aguade 2005). Prowadzilem badania nad wschodnio-niemiecka
populacja wilka we wspotpracy z Senckenberg Museum fiir Naturkunde, Gorlitz
(Niemcy). W ramach wspétpracy odbytem wyjazd do Gorlitz w celu wygtoszenia
seminarium na temat genetyki populacyjnej (w 2008 roku).

Po uzyskaniu stopnia doktora

W latach 2014-2016 bratem udziat w badaniach prowadzonych na Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Katedrze Immunologii. Badania te dotyczyty
funkcjonowania receptoréw biatkowych w systemie odpornosciowym myszy. W 2016
roku spedzitem dwa tygodnie w Forschungsinstitut Senckenberg w Gelnhausen
(Niemcy), gdzie prowadzitem badania nad wykorzystaniem mikrochipéw Fluidigm do
identyfikacji osobniczej niedZzwiedzi. Od 2019 roku jestem uczestnikiem projektu COST
(CA18134 - Genomic Blodiversity Knowledge for Resilient Ecosystems) w ramach
ktérego w marcu 2020 roku w stacji terenowej Stockholm Universitet w Tovetorp
bratem udziat w pracach nad meta-analiza danych z publikacji na temat zmian poziomu
réznorodnosci genetycznej organizmdéw wolnozyjacych.
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