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Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. 0
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. nr 65, poz.595 ze zm.)

a) Tytut osiggniccia naukowego

Struktura genetyczna populacji dorsza atlantyckiego (Gadus morhua L.) w Morzu

Baltyckim jako efekt adaptacji do niskiego zasolenia

b) Publikacje wchodzace w skiad osiagniecia

(przy publikacjach podano punkty MNiSW wg Komunikatu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w
sprawie wykazu czasopism naukowych z dnia 26-01-2017 r. oraz IF z roku wydania; dla publikacji z 2018
roku IF podano z 2017 r.; kolejnosé¢ wg roku wydania)
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Oswiadczenia wspotautoréw o udziale wtasnym w przygotowaniu prac stanowiacych szczegdlne osiagnigcie
naukowe znajduja si¢ w Zataczniku nr 7

c) omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnigtych wynikdéw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania:
WPROWADZENIE
Dorsz Atlantycki (Gadus morhua L.) jest gatunkiem szeroko rozpowszechnionym w
potnocnym Oceanie Atlantyckim i w znacznej czesci Arktyki. Jego wystgpowanie siega od
wybrzezy Wirginii w Ameryce Poéinocnej, przez Grenlandig, Svalbard i Islandi¢, az do Zatoki
Biskajskiej w Europie Pdinocnej. Jako gatunek arktyczno-borealny, preferuje chtodne i stone
wody oceaniczne, ale zasiedla rowniez wody o nizszym zasoleniu, np. fiordy norweskie (Berg i
in. 2015). Dorsz zasiedla tez czgs¢ Morza Battyckiego, gdzie petni rolg gtdwnego drapieznika
(Koster i Mollmann, 2000) i stanowi jeden z najwazniejszych obiektow potowow (Eero i in.
2012).

Morze Baltyckie to geologicznie mtody akwen, ktérego brakiczne wody sg okresowo
zasilane wlewami wody z Morza Potnocnego o wyzszym zasoleniu (Tomkiewicz i in. 1998). W
glebszych partiach Battyku (60-90 m), powierzchniowe warstwy wody cieplejszej i mniej stonej
sg oddzielone od chtodnej i bardziej stonej warstwy gtebokiej przez halokline. Maksymalne
zasolenie wynosi okoto 23%o. w Morzu Bettow i obniza sie stopniowo w kierunku wschodnim i
potnocno-wschodnim do 2% w Zatoce Finskiej i Botnickiej. ROwnoczesnie w Morzu Battyckim
istnieje stratyfikacja, gdzie obserwuje si¢ wzrastajacy do 18-20%o gradient zasolenia. Dorsz

zasiedla rejony, w ktdérych zasolenie utrzymuje si¢ powyzej 5-6%o.

Wedtug Nisslinga i Westina (1997), dorsze baltyckie przystosowaty sie do niskiego
zasolenia wykorzystujac plastycznos¢ swojego fenotypu wyksztatcona wskutek selekcji
genetycznej na przestrzeni wielu pokolen. W Battyku tarto dorszy jest uzaleznione w duzej mierze
od czynnikéw abiotycznych (zasolenie, zawartos¢ tlenu, temperatura). W warunkach niskiego
zasolenia dorsz z Morza Baltyckiego wyksztalcit szereg adaptacji, ktore umozliwiaja mu
przystepowanie do tarta. Pelagiczne ziarna ikry maja wigksza srednicg (1.76mm) niz ziarna ikry
dorsza z Oceanu Atlantyckiego (1.5mm) (Wigcaszek 2010). Dzigki temu charakteryzuja si¢
neutralng ptywalnoscia juz przy zasoleniu 11-12%.. Sperma dorszy z Morza Baltyckiego
charakteryzuje si¢ wigksza ruchliwoscia (Nissling i Westin, 1997, Stettrup i in. 2008).
Odpowiednie do rozrodu warunki zasolenia wystepujag w gicbokich partiach Morza Battyckiego,
ponizej poziomu halokliny, i stanowig w Morzu Battyckim naturalne miejsca tarta dorsza

(Nissling i Westin, 1997). Podczas migracji sezonowych na tarto i dobowych, w poszukiwaniu



pokarmu, dorsz narazony jest na stopniowe badz gwattowne zmiany zasolenia (Neuenfeldt i in.
2007, 2009).

Odrgbnos¢ genetyczna, cechy morfometryczne, preferencje srodowiskowe oraz adaptacje
gamet do nizszego zasolenia sugeruja, ze dorsz ze wschodniego stada w Morzu Baltyckim moze
reprezentowa¢ odrebny podgatunek Gadus morhua callarias L., podczas gdy zachodnie stado
reprezentuje lokalna subpopulacje¢ dorsza atlantyckiego (Gadus morhua morhua L.) zwana ,,Belt
Sea cod” (Wiecaszek 2010). Subpopulacja zachodnia zasiedla rejon od Morza Beltdw po
Bornholm (obszary ICES 22-24), a subpopulacja wschodnia czg¢s¢ Battyku od Bornholmu do
Zatoki Ryskiej (obszary ICES 25-32) (Aro 1989). W podobszarze ICES 24 obserwuje sig¢
natomiast mieszanie dorszy ze stad zachodniego i wschodniego podczas gdy strefa hybrydyzacji
pomiedzy populacjami z Morza Bailtyckiego i dorsza z zachodniego Oceanu Atlantyckiego
obejmuje ciesning Sund i przylegte akweny (Nielsen i in. 2003, Wigcaszek 2010, Antoszek i in.
2011, 2).

Utrzymywanie si¢ blisko potozonych, genetycznie rozdzielnych subpopulacji w Morzu
Baltyckim jest mozliwe migdzy innymi dzieki promocji izolacji reprodukcyjnej, to jest dzigki
roznym terminom przystepowania do tarta i roznym lokalizacjom geograficznym tarlisk (Wieland
i in. 2000). Sytuacja ta w ostatnich dekadach ulegta zmianie ze wzglgdu na redukcje liczby tarlisk
potozonych na wschod od Bornholmu wskutek braku wlewow stonej wody morskiej z Morza
Pdtnocnego do Morza Baityckiego (Cardinale and Svedang, 2011) w okresie do 2014. Ze wzgledu
na zmiany klimatyczne takie jak zmiana temperatury wody i poziomu zasolenia, ktore dotykaja
srodowisko Morza Baltyckiego, problem ten staje si¢ coraz powazniejszy. W dalszej
perspektywie zaréwno przetowienie jak i ograniczenie wlewow i w efekcie wystadzanie wod
Morza Battyckiego moga negatywnie wptyna¢ na biomase stad dorszy z Morza Battyckiego
(Thegersen i in. 2015).

Wczesniejsze badania genetyczne struktury populacji dorsza atlantyckiego dotyczyty
gtownie populacji wschodnio- i zachodnioatlantyckiej, traktujac Morze Battyckie jako siedlisko
jednej ze skrajnych subpopulacji tego gatunku. Réznice pomig¢dzy populacjami z Morza Barentsa,
Morza Pétnocnego oraz Morza Baltyckiego zostalty udokumentowane m. in. za pomocg analizy
DNA mikrosatelitarnego (Nielsen i in. 2001, 2). W mniejszej skali prowadzono tez badania
uwzgledniajgce strukture subpopulacji z Morza Battyckiego (Nielsen i in. 2003, Kijewska i in.
2011, Poc¢wierz-Kotus, Kijewska i in., 2015) ze strefa przejsciowa, w ktorej mieszaja sSi¢ stada

dorsza z Morza P6inocnego oraz Morza Battyckiego.



OMOWIENIE NAJWAZNIEJSZYCH WYNIKOW BADAN

Przedmiotem moich badan byta genetyczna struktura populacji dorsza z Morza Battyckiego,
zarobwno w odniesieniu do populacji z innych akwenow, jak i w obrebie Morza Battyckiego.
Kolejnym celem byto znalezienie odpowiedzi na pytanie, jak zmiany adaptacyjne we wschodniej
subpopulacji dorsza z Morza Baltyckiego wptywaja na strukture populacji. Utrwalone na
poziomie genetycznym kompleksowe zmiany adaptacyjne moga ksztattowaé strukture populacji
dorsza wplywajac na zroznicowanie genetyczne. Mozemy mie¢ rowniez do czynienia z
gatunkiem, ktory swoje zdolnosci adaptacyjne zawdzigcza plastycznosci fenotypowej mieszczacej
si¢ w zakresie gatunkowej tolerancji na zmienne warunki $rodowiska. W takim przypadku
zroznicowanie genetyczne moze by¢ efektem utrwalenia przez izolacje rozrodcza dystrybucji
fenotypow sprzyjajacych zasiedleniu wod o nizszym zasoleniu. W zwigzku z tym jednym z celow
moich badan bylo zbadanie, w jaki sposdb poziom zasolenia indukuje unikalne zmiany

adaptacyjne zaréwno na poziomie DNA, RNA jak i fizjologicznym.

Pierwszym etapem w moich badaniach byto okreslenie stopnia zréznicowania genetycznego
w populacji dorsza z Morza Baltyckiego. Mitochondrialne DNA jest dziedziczone uniparentalnie,
po linii zenskiej. Co za tym idzie, efektywna wielkos¢ populacji mierzona przez zmiennosé
mMtDNA jest nizsza niz w przypadku DNA jadrowego i w efekcie bardziej wrazliwa na ewentualne
zmiany wywotane np. przez dryf genetyczny. Jedng z cech genomu mitochondrialnego jest
wystepowanie u niektorych gatunkow heteroplazmii (obecnosci réznych wariantow mtDNA u
jednego osobnika) spowodowanej rézng liczba wariantow dtugosci mtDNA. U dorsza, w obrgbie
niekodujacego rejonu kontrolnego mtDNA, znajduja si¢ powtdrzenia tandemowe o diugosci 40
par zasad (VNTR - variable numbers of tandem repeats). U pojedynczego osobnika mozna
zaobserwowac¢ nawet 5 wariantdw dtugosci mtDNA. Celem moich badan (1) byto sprawdzenie,
czy powtdrzenia tandemowe zlokalizowane w rejonie niekodujacym mtDNA moga by¢ przydatne
do badan populacyjnych dorsza oraz czy ich wzorzec jest stabilny w tkankach somatycznych i
rozrodczych. Przeanalizowatam wzory heteroplazmii mtDNA u osobnikow z trzech obszarow
geograficznych obejmujacych wschodni Atlantyk: Morza Barentsa, Morza Pétnocnego i
wschodniego Morza Battyckiego oraz dane literaturowe dla dorsza atlantyckiego z rejonu Islandii
(Arnason i Rand 1992). Zbadatam takze powtarzalno$¢ osobniczego wzoru heteroplazmii mtDNA
w tkankach pochodzacych z réznych listkow zarodkowych oraz gamet. Obliczenia wskazaty na
nielosowy charakter dystrybucji wariantdw dtugosci mtDNA, co jest istotne w przypadku analizy
struktury populacyjnej. W efekcie wykazalam, ze zmienna liczba powtdrzen tandemowych
MtDNA (VNTR) pozwala na okreslenie zmiennosci wewnatrzgatunkowej, szczeg6lnie wtedy
kiedy zmiennos¢ sekwencji nie jest wystarczajaca by umozliwi¢ analize kladystyczna. Liczba

powtOrzen i wzor heteroplazmii mtDNA nie byty tez skorelowane ze zmiennoscia sekwencji
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mtDNA (cytochrom b, GenBank; EF211100 i EF211090). Poziomy zréznicowania heteroplazmii
mtDNA moga charakteryzowa¢ populacje jako zupetnie rozdzielne jednostki, bez zachowania
ciagtosci nawet miedzy sasiadujacymi populacjami. Istotna obserwacja byt brak generacji lub
utraty powtorzen tandemowych zaréwno w procesie gametogenezy jak i w rozwoju zygot.
Niezmiennosé powtorzen tandemowych w procesie rozwoju osobniczego i przekazywanie ich
do gamet w niezmienionym ukladzie pozwala na uzycie analizy heteroplazmii mtDNA do

szacowania roznorodnosci genetycznej osobnikow przystepujacych do tarla.

Prace nad opisem zroznicowania populacji dorsza battyckiego kontynuowatam opierajac sie
rowniez na analizie populacji za pomoca DNA mikrosatelitarnego (2). Do badan uzytam préb
pochodzacych od osobnikow z Zatoki Puckiej, Zatoki Gdanskiej, Zatoki Pomorskiej, Ciesniny
Sund, Morza Potnocnego oraz Morza Barentsa. W efekcie przeprowadzonej analizy wykazatam,
ze catkowite zréznicowanie pomiedzy populacjami jest niskie (Fst = 0,044, p<0,001), ale roznice
pomiedzy parami subpopulacji osiagaja srednie wartosci zroznicowania (Fst = 0,2467 — 0,0707).
Wszystkie proby pozostawaty w rownowadze Hardy’ego-Weinberga, z tendencjg do niedoboru
heterozygot. Wyniki skalowania wielowymiarowego (MDS) wskazaty na rozdzielnos¢ populacji
dorsza z Zatoki Pomorskiej oraz z Ciesniny Sund, oraz pomiedzy subpopulacjami z zachodniego i
wschodniego Morza Battyckiego. Uzyskane wyniki dotyczace dorsza z Ciesniny Sund wskazaty,
ze jest to hybrydowe stado powstate na skutek mieszania si¢ osobnikow z Morza Battyckiego oraz
z Morza Péinocnego, co wyltaczyto to stado z dalszych badan dotyczacych lokalnych populacji
battyckich.

Analiza pozostatych prob wskazata, ze subpopulacje z zachodniego Morza Battyckiego
(Gadus morhua morhua L.) reprezentuja osobniki z Zatoki Pomorskiej. Obserwowana
genetyczna izolacja subpopulacji ze wschodniego i zachodniego Morza Baltyckiego wsparia
zalozenie, ze reprezentuja one roézne podgatunki/rasy dorsza baltyckiego. Przewaga
homozygot w subpopulacjach z Morza Baltyckiego swiadczy o wysokim poziomie izolacji
subpopulacji dorsza i obecnosci czynnikdéw izolujacych badane subpopulacje. Wysoki
wspotczynnik inbredu wskazywal tez na zubozenie puli genetycznej populacji dorsza, co

moze by¢ efektem przetowienia stad dorsza.

Kontynuujac prace dotyczaca réznicowania stada wschodniego dorsza z Morza Battyckiego
wysztam z zalozenia, ze utrzymanie homeostazy w zmieniajacych si¢ warunkach zasolenia moze
wymaga¢ modyfikacji mechanizmu wychwytu jondw, w tym sodu i chlorkow. Eksponowanie ryb
na fluktuacje zasolenia, podobnie jak w Morzu Battyckim, moze wptywaé¢ na ekspresje gendw
zaangazowanych w transport jonow sodu i potasu oraz w reakcje na stres fizjologiczny. W pracy

poswigconej analizie mechanizmu adaptacji do zmiennego zasolenia (3) wykorzystatam osobniki
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pochodzace ze wschodniej i zachodniej subpopulacji dorsza, ktdre zostaty pozyskane z Zatoki
Kilonskiej (zasolenie 18%o) i z Zatoki Gdanskiej (zasolenie 8%.) w 2012 roku. Obydwie grupy
zostaty zidentyfikowane jako odrebne genetycznie populacje (Poéwierz-Kotus, Kijewska i in.
2015). Za pomoca analizy ekspresji genow hsp70 i atpla okreslitam profile reakcji dorsza na
zmiany zasolenia. Biatko szoku termicznego (hsp70) jest zwigzane z ochrong komorek przed
uszkodzeniem na skutek stresu osmotycznego. Podjednostka alfa Na+, K+-ATPazy (atplal) jest
zaangazowana w procesy osmoregulacji i wymiany jonowej (Deane i Woo, 2004). Dodatkowym
wyznacznikiem poziomu stresu u ryb byt poziom kortyzolu w osoczu, jako ze hormon ten wydaje
sig by¢ kluczowym mediatorem reakcji zwigzanych ze stresem regulujac osmolalnosc,
metabolizm i odpowiedz immunologiczng u ryb (Mommsen i wsp., 1999). Kortyzol wptywa takze
na ekspresje genu hsp70 (Celi i wsp., 2012) oraz ekspresje genu atpl (Dang i in., 2000). Grupy
eksperymentalne byty eksponowane na wzrastajace i malejace zasolenie. Profil reakcji kazdej z
grup, zostal okreslony czterema parametrami: poziomem ekspresji dwoch gendw, poziomem
kortyzolu oraz osmolalnoscia osocza. Pomigdzy dorszem ze wschodniej i zachodniej subpopulacji
roznice stanowity przede wszystkim poziom kortyzolu w osoczu i ekspresja Na+,K+-ATPazy.
Roznice te utrzymywaly sie niezaleznie od kierunku zmiany zasolenia. W grupach
eksperymentalnych z Zatoki Kilonskiej reakcja na zmiany zasolenia wigzala si¢ ze statym
wzrostem poziomu kortyzolu w osoczu i niezmiennym poziomem ekspresji atpla. Tymczasem w
grupach eksperymentalnych dorsza z Zatoki Gdanskiej, po zakonczeniu zmiany zasolenia
obserwowatam wzrost poziomu ekspresji atpla i zmienny poziom kortyzolu w osoczu. Z kolei
osmolalnos¢ osocza w grupach eksperymentalnych osobnikow ze wschodniego Morza
Baltyckiego byta stabilna niezaleznie od stezenia soli w wodzie, podczas gdy w grupie z Zatoki
Kilonskiej obserwowatam statystycznie istotne rdéznice. Moze to swiadczyé o zaburzeniach
homeostazy na skutek ekspozycji na fluktuacje zasolenia. Powyzsze obserwacje wskazuja na
rozne s$ciezki adaptacji do zmian zasolenia u osobnikdéw z subpopulacji wschodniej i
zachodniej. Zaobserwowany u dorsza ze stada wschodniego profil ekspresji genéw, poziomu
kortyzolu w osoczu oraz poziomu osmolalnosci osocza jest prawdopodobnie adaptacja
chroniaca ryby przed stresem osmotycznym. Stres osmotyczny jest powodowany przez
migracje pionowe i diugotrwala migracje dorsza do obszardw tarla. Rozne profile reakcji na
zmienione zasolenie, obserwowane w obydwu grupach, sugeruja tez, ze granica miedzywoda
stonawa a morska jest bariera, ktora rozdziela subpopulacje dorsza na poziomie

genetycznym i fizjologicznym.

Istnienie genetycznych zmian adaptacyjnych we jednej z badanych grup dorsza jest bardzo
istotne w kontekscie dynamiki jego populacji w Morzu Baltyckim. Degradacja stada

wschodniego, czy to wskutek przetowienia, czy tez potencjalnych epidemii lub cho¢by zmian
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srodowiska, prawdopodobnie bg¢dzie oznaczata nieodwracalne ograniczenie wschodniego zasiegu
dorsza w Morzu Baltyckim. Brak zdolnosci adaptacyjnych typowych dla dorsza ze wschodniej
subpopulacji spowoduje, ze dorsz z zachodniego Morza Baltyckiego be¢dzie miat trudnosci nie
tylko z bytowaniem w warunkach panujacych we wschodniej czesci akwenu ale takze z

dostepnoscig miejsc gdzie bedzie mogt odbywac tarto.

Zroznicowanie profili adaptacji do zmiennego zasolenia obserwowanych u dorsza dowodzi
odregbnosci stad ze wschodniego i zachodniego Morza Baltyckiego. Roznice te nie dajg jednak
odpowiedzi na pytanie, w jakim stopniu srodowisko wptywa na rodzaj przystosowan i jak bardzo
zmienne sg te adaptacje. Odpowiedz na to pytanie dato porownanie sekwencji transkryptomu,
uzyskanego od osobnikow z Morza Baltyckiego, ktore zostaly poddane opisanemu powyzej
eksperymentowi. Aby uzyskac sekwencje transkryptomu, pobratam RNA ze skrzeli badanych ryb.
Transkrypty osobnikow z Morza Baltyckiego zostaty porownane do sekwencji osobnikéw ze
wschodniego Oceanu Atlantyckiego (ENSEMBL wersja 87 ensembl.org/Gadus_morhua). Analiza
transkryptow (Matachowicz, Kijewska, Wenne 2015) wskazata, ze okoto 1,44% sekwencji byto

charakterystyczne wytacznie dla osobnikdw z Morza Battyckiego.

Poza zréznicowaniem sekwencji, przeprowadzona analiza transkryptomu dorsza z Morza
Baltyckiego wykazata réwniez roznice na poziomie struktury gendw. Polegaly one na
alternatywnym 1aczeniu egzonow czyli alternatywnym splicingu. Alternatywny splicing (AS)
moze wprowadza¢ zmiany determinujace zmiany fizjologiczne lub, poprzez wptyw na zmiennosé
mRNA, moze pozwala¢ na wykorzystywanie rozmaitych wariantow AS przez inne niz
oryginalny, mechanizmy regulacyjne (Kalsotra i Cooper 2011). Alternatywne aranzacje
transkryptow sag jednym z najwazniejszych komorkowych mechanizmow Eukaryota, generujagcym
wiele transkryptow z jednego genu, wytwarzajgcym mRNA swoiste dla danej tkanki,
modulujacym ekspresje i funkcje gendw (Ruangsri i in. 2012). W publikacji (4) przedstawitam
wyniki dotyczace zréznicowania subpopulacji z Morza Baltyckiego pomig¢dzy soba i w
poréwnaniu z genomem osobnikéw ze wschodniego Oceanu Atlantyckiego. U osobnikow z
Morza Battyckiego zidentyfikowanych zostato 509 transkryptow, z czego 89% stanowity nowe,
nie opisane wczesniej aranzacje. Liczba transkryptow wahata si¢ w zaleznosci od geograficznego
pochodzenia dorsza lub/i grupy eksperymentalnej. Grupy eksponowane na dowolng zmiane
zasolenia wspdidzielity 16 wariantdw AS. W grupie ,,obnizonego zasolenia” zidentyfikowano 3
oryginalne warianty AS, a w grupie eksponowanej na podwyzszone zasolenie 1 oryginalny
wariant AS. Niektore warianty AS wystepowaly wytacznie u osobnikow pochodzacych z
okreslonej, wschodniej lub zachodniej, lokalizacji geograficznej. W grupach eksponowanych na

zmiany zasolenia, 7 wariantow AS znalazto si¢ wytgcznie u osobnikdéw z zachodniego Morza



Baltyckiego, podczas gdy u osobnikow ze wschodniego Morza Battyckiego — 4 oryginalne
alternatywne aranzacje. Wszystkie warianty AS wystepujace zaleznie od lokalizacji geograficznej
reprezentowaty klas¢ ontologiczng genow ,funkcje molekularne” (GO - gene ontology;
klasyfikacja wtasciwosci genow w kontekscie komorkowym). Warianty AS ze wschodniego
Morza Baltyckiego zaklasyfikowane zostaty do podklas zwigzanych z gospodarka jonowa. We
wschodnim Morzu Battyckim prawdopodobnie ma zwiazek z nizsza zawartosciag jondw w wodzie.
Z kolei warianty AS z zachodniego Morza Battyckiego nalezaty do podklas wiazanych z
procesami redukujacymi uszkodzenia lipidow w btonach i uszkodzenia DNA. Taka aktywnosé
moze by¢ zwigzana ze stresem osmotycznym, ktéremu sprzyjaja nieregularne i gwattowne wlewy

wody oceanicznej do zachodniego Morza Battyckiego.

Ponadto na podstawie analizy funkcjonalnej transkryptow stwierdzitam, ze niektore
warianty AS sa zaangazowane w $ciezki metaboliczne majace bezposredni zwiazek z sygnalizacja
wewnatrz- i migdzykomdrkows, procesami zapalnymi, oraz procesami apoptozy, nekrozy i
przezycia komorek. Opisane §ciezki i profil wariantow AS sugeruja ich wptyw na szybka
komunikacje pomiedzy komdrkami oraz mechanizmy przezycia komorek. Dodatkowo, niektore
wykryte alternatywne aranzacje transkryptow prawdopodobnie majg cechy umozliwiajace im
modulacje¢ sygnatow poprzez ich wiaczanie i wytaczanie. W tym kontekscie na uwage zastuguja
warianty AS powiazane ze szlakiem sygnatowym JaK/STAT i mTOR (sciezka sygnalizacyjna
Janusowych Kinaz i biatek STAT [Singnal Transducer and Activator of Transcription proteins]
oraz ssaczego celu rapamycyny — mammalian Target Of Rapamycin Kkinase), stanowigcymi
wazny mechanizm sygnalizacyjny i aktywator transkrypcji. Obecnosé zwigzanych z tymi
sciezkami metabolicznymi wariantow AS z niekompletnymi i kompletnymi domenami sugeruje,
ze warianty AS biorg udziat w regulacji procesow katabolicznych i anabolicznych, decydujacych
0 przezyciu lub smierci komorki. Czes¢ wariantow AS zwigzanych ze $ciezka sygnatowa
JaK/STAT byta zaangazowana rowniez w sciezke sygnatowa receptorow limfocytow B. Stres
wplywa bezposrednio na uktad odpornosciowy ryb powodujac immunosupresje i zwigkszajac
podatnos¢ ryb na choroby. Warianty AS specyficzne dla dorsza w Morzu Baltyckim maja
potencjat modyfikacji sygnalizacji receptorow limfocytow B i w ten sposéb prawdopodobnie
moga znosi¢ negatywne skutki obnizonego zasolenia (reakcje prozapalne i ostabiona ochrona

przed patogenami).

Alternatywne aranzacje transkryptow zwigkszaja ztozonos¢ i plastycznosé transkryptomu
pod presja warunkow s$rodowiska. Chociaz Berg i i in. (2015) sugerowali, ze adaptacja do
niskiego zasolenia sprzyja dywergencji genomowej, dorsz z Morza Bailtyckiego jest genetycznie

bardzo mato zroznicowany (Poéwierz-Kotus, Kijewska i in. 2015). W przypadku dorsza z



Morza Baltyckiego, warianty AS wspieraja zlozonos¢ genomu w procesie adaptacji do
lokalnego  §rodowiska. ,,Allopatryczne” pochodzenie alternatywnych aranzacji
transkryptow mozna z kolei wyjasni¢ selekcyjnym wplywem srodowiska lub ich rownolegla
ewolucja. Zalozenie wplywu selekcji na utrwalenie adaptacji do lokalnych warunkéw
srodowiska jest bardziej prawdopodobne ze wzgledu na zgodnosé z wczesniejszymi danymi

Berga i in. (2015) na temat wplywu selekcji kierunkowej na genom dorsza.

Uzyskane przeze mnie wyniki jednoznacznie wskazuja na genetyczng rozdzielnos¢ dwoch
subpopulacji dorsza z Morza Battyckiego. Poziom zrdznicowania genetycznego pomiedzy
dorszem ze wschodniego i zachodniego Morza Baltyckiego jest argumentem za oficjalnym
uznaniem populacji dorsza ze wschodniego Morza Baltyckiego za podgatunek Gadus morhua
callarias i przyjeciem oficjalnej nazwy ,dorsz baltycki”. Jednoczesnie nalezatoby uznaé
wschodnia cze¢$¢ Morza Battyckiego za rejon endemicznego wystgpowania tego podgatunku. Za
argumentem tym przemawia udokumentowany szereg unikalnych adaptacji do $rodowiska, ktory
odroznia dorsza battyckiego od dorsza atlantyckiego. Adaptacje obserwowane u dorsza ze
wschodniego Morza Battyckiego wynikaja z selekcyjnego wplywu srodowiska. Tego typu
oddziatywanie wskazuje, ze cechy te zostaly nabyte w procesie przystosowania i nie zostaty
ujawnione w ramach polimorfizmu cech charakterystycznych dla tego gatunku. Skutkiem presji
selekcyjnej byt prawdopodobnie efekt waskiego gardia (,,bottleneck effect”), ktory moze
ttumaczy¢ dlaczego populacja wschodnia dorsza charakteryzuje sie tak wysoka homogenicznoscia
na poziomie genetycznym. Choc¢ niskie zr6znicowanie genetyczne wschodniobattyckiego dorsza
jest brane pod uwage w zarzadzaniu zasobami dorsza w Morzu Battyckim, powinna by¢ wzieta
pod uwage dodatkowa kwestia ewentualnego mieszania si¢ stad wschodniego i zachodniego w
rejonie ICES 24. Okreslenie obecnosci przedstawicieli obu stad w tym rejonie moze by¢ istotne
dla wprowadzenia, stosownie do okresu rozrodu, odpowiednich okresow ochronnych i wysokosci

potowow w tym obszarze.

W przysziosci zamierzam odpowiedzie¢ na pytania dotyczace roli wariantow AS w
adaptacji za pomoca obserwacji ekspresji poszczegolnych alternatywnych aranzacji transkryptow.
Jest to konieczne zaréwno po to, by okresli¢ ich funkcjonalnosé i zaleznos¢ od wystepujacych
zmian srodowiska jak i1 po to, by modc przesledzi¢ aktywnos¢ poszczegolnych sciezek
metabolizmu. Zamierzam réwniez kontynuowaé¢ badania nad réznorodnoscia genetyczna
populacji dorsza battyckiego w celu opracowania metody pozwalajacej na precyzyjng ocene

kondycji tej populaciji.
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5. OMOWIENIE INNYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH (ARTYSTYCZNYCH)

W moim dorobku mozna wyr6zni¢ dwa watki badawcze. Pierwszy, zwiazany jest z
bezposrednio z pracami prezentowanymi jako moje osiagniecie naukowe i dotyczy badan nad
dorszem oraz nad plastugami. Badajac ptastugi z Morza Battyckiego uzytam metod wstepnie
opracowanych w czasie badan nad dorszem w pracy poswigconej uzyciu VNTR (4). Drugi watek
jest zwigzany z pasozytami, dla ktorych ryby sa zywicielami paratenicznymi, posrednimi lub
ostatecznymi. Watek ten stanowi kontynuacje moich badan podjetych w ramach pracy

doktorskiej. Najwazniejsze osiggnigcia badawcze obu watkdw omowione sg ponizej.
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5.1 Dorsz i ryby p/astugowate

W ramach badan nad G. morhua, dzieki wspéipracy z Zachodniopomorskim
Uniwersytetem Technologicznym, zbadatam osobnika dorsza ztowionego w potnocnym Oceanie
Atlantyckim. Okaz ten cechowat si¢ unikalnym ztotym wybarwieniem, ktére nie jest spotykane
we wschodnim lub pétnocnym Oceanie Atlantyckim. Rozlegta i zréznicowana populacja dorsza
atlantyckiego obejmuje wiele ras geograficznych i ekologicznych, ktdre roznia si¢ ubarwieniem.
Zroznicowana kolorystyke wiaze sie najczesciej z preferencjami dietetycznymi dorszy
obserwowanych w zachodnim Atlantyku (Gosse i Wroblewski 2004). W po6tnocnym i wschodnim
Oceanie Atlantyckim odnotowywano tylko pojedyncze przypadki osobnikow charakteryzujacych
si¢ unikalna kolorystyka (Kijewska i in. 2012, Rybczyk i in. 2014). Analiza zawartosci zotadka
»Zlotego dorsza” pozwolita na wyeliminowanie hipotezy o wptywie diety tego osobnika na jego
ubarwienie. Wyniki przeprowadzonych analiz, w tym DNA mitochondrialnego i jadrowego
oraz poziomu melatoniny i preparatow histologicznych sugerowaly, ze przyczyna
unikalnego wybarwienia moga by¢ zaburzenia pigmentacji i rozwoju chromatoforow. Ta
konkluzja otwiera nowe mozliwosci badawcze w celu okreslenia czynnikdw genetycznych
wplywajacych na zréznicowane ubarwienie dorszy. Jest to szczegodlnie interesujace w kontekscie
zachodnich populacji G. morhua i mozliwosci potwierdzenia lub wykluczenia domniemanego

powiazania zmian kolorystycznych z preferencjami dietetycznymi.

Postep w dziedzinie badan molekularnych umozliwit ustalenie struktury populacji dorsza w
Morzu Battyckim za pomocg podstawien pojedynczych nukleotyddéw oraz analiz¢ catego genomu
w celu wykrycia zroznicowania miedzy subpopulacjami. Praca Po¢wierz-Kotus, Kijewska i in.
(2015) dotyczyta zroznicowania subpopulacji wschodniej i zachodniej dorsza w Morzu
Baltyckim. W efekcie po raz pierwszy wykazalismy rdznice genetyczne miedzy wschodnim i
zachodnim stadem dorsza przy uzyciu 7994 SNP. Ponadto uzycie matrycy SNP o tak duzej
liczebnosci pozwolilo na wiarygodna identyfikacje osobnikéw dorsza w zaleznosci od
pochodzenia ze wschodniej lub zachodniej subpopulacji baltyckiej. Pozyskane informacje
wskazaty rowniez, ze w badaniach nad przystosowaniem dorsza do réznic w zasoleniu jedna z
badanych subpopulacji powinny reprezentowac osobniki z Zatoki Kilonskiej, ktore reprezentuja

zachodnia subpopulacje dorsza w Morzu Battyckim.

Z kolei pierwsza analiza transkryptomu dorsza z Morza Baittyckiego (Matachowicz,
Kijewska, Wenne 2015), w ktorej badano osobniki pochodzace z eksperymentu opisanego w
czesci dotyczacej moich osiagnie¢ (2), wskazata na réznice pomiedzy dorszem z Morza
Baltyckiego i dorszem ze wschodniego Oceanu Atlantyckiego siegajace 1.44%. Transkrypty

zaklasyfikowane do odpowiednich klas ontologicznych reprezentowaty gtdéwnie podklasy
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aktywnosci katalitycznej, wigzan czasteczek oraz procesow komodrkowych i procesow
metabolicznych. Zaobserwowana dywergencja sekwencji pomiedzy rybami z Morza
Baltyckiego i Oceanu Atlantyckiego wskazala na koniecznos¢ utworzenia referencyjnego

genomu/transkryptomu dla dorsza z Morza Baltyckiego.

Innymi, badanymi przeze mnie gatunkami ryb z Morza Baltyckiego byty ptastugi. Stornia
(Platichthys flesus L.) i gladzica (Pleuronectes platessa L.) sa komercyjnie potawianymi
gatunkami ryb morskich. Oba gatunki toleruja niskie zasolenie i zajmuja rozne, ale czesciowo
zachodzace na siebie siedliska w Morzu Battyckim. Stornie i gtadzicg identyfikuje si¢ za pomoca
cech morfologicznych, jednak ich identyfikacja jest utrudniona przez daleko posuniety
polimorfizm cech morfologicznych oraz obecnos$¢ hybryd gatunkowych P. flesus x P. platessa.
Moje badania nad plastugami zasiedlajacymi Morze Baltyckie (Kijewska i in. 2009) dotyczyty
identyfikacji gatunkéw plastug oraz hybryd miedzygatunkowych, obserwowanych w Morzu
Battyckim (Sick i in. 1963). Opracowane przeze mnie cztery markery: dwa mitochondrialne i dwa
jadrowe (powtdrzenia tandemowe w rejonie niekodujacym mtDNA, cytochrom b - cob,
migdzygenowy rejon niekodujacy rDNA - ITS oraz peptyd PTH-podobny — PTHrP) pozwalaja na
identyfikacje gatunkows storni i gtadzicy. Dzigki temu ustalitam, ze hybrydy mig¢dzygatunkowe
wystepuja w Morzu Baltyckim w rejonie Bornholmu. Uzycie opracowanych markerow pozwala
na wykrywanie hybryd tych dwéch gatunkéw. Dodatkowo, analiza otrzymanych wynikow,
w szczegolnosci wzorow heteroplazmii mtDNA, wykazala, ze populacja storni w Morzu
Baltyckim jest podzielona na dwie subpopulacje: zachodnig (obszary ICES 23-25) oraz
wschodnia, zasiedlajaca obszar ICES 26.

5.2 Pasozyty

Osobnym watkiem, ktory jest efektem kontynuacji moich badan z okresu studiow
magisterskich i doktorskich jest watek parazytologiczny. Moje badania dotyczyty analizy
taksonomicznej patogennych dla cztowieka nicieni z rodziny Ascaridae. Ponadto analizowatam
zaleznosci pomiedzy dystrybucja przestrzenng pasozytow w srodowisku morskim, a sktadem
gatunkowym parazytofauny obserwowanym w zywicielach posrednich, paratenicznych i
ostatecznych.

Badania nad dystrybucja pasozytow w populacji storni (Platichthys flesus L.) (Chibani,
Kijewska, Rokicki 2005) w Morzu Battyckim wykazaty, ze najwieksze znaczenie dla sktadu
fauny pasozytniczej storni miat wiek i pte¢ ryb. Wymiary storni warunkowaly wybory
dietetyczne ryb, sprzyjajac akumulacji specyficznego skladu pasozytow wykorzystujacych

rozne gatunki bezkregowcow jako zywicieli posrednich badz paratenicznych. ROwniez
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wybor miejsca zerowania zwigzany z wiekiem storni wptywa na potencjalne zarazenie
metacerkariami Diplostomum sp. czy kolcogtowami Pomphorchynhus laevis (Zoega i Miller
1776).

Ten nurt w moich badaniach reprezentuja takze prace nad dystrybucja nicieni z rodziny
Anisakidae w halibucie grenlandzkim (Reinhardtius hippoglossoides, Walbaum 1792) (Karpiej,
Dzido, Rokicki, Kijewska 2013). Analiza sktadu gatunkowego nicieni w zaleznosci od klasy
diugosci zywicieli paratenicznych wykazata, ze sklad parazytofauny halibuta grenlandzkiego
jest uzalezniony od preferencji dietetycznych ryb. Ponadto za pomoca klucza molekularnego
do identyfikacji gatunkow z nadrodziny Ascaridoidea (Kijewska i in. 2002) wykazano po raz
pierwszy, ze w Morzu Barentsa wystepuje gatunek Contracaecum osculatum C, ktory byt
dotychczas uwazany za gatunek wystepujacy w wodach Islandii i w Morzu Battyckim (Mattiucci i
Nascetti, 2008).

Z kolei w pracy Najda, Kijewska i in. (2018) celem pracy byto okreslenie dystrybucji
pasozytniczych nicieni z nadrodziny Ascaridoidea w zaleznosci od gigbokosci i lokalizacji w
Morzu Barentsa. W pracy tej opublikowalam uzupelnienie klucza molekularnego do
oznaczania Ascaridoidea, obejmujace identyfikacje gatunkdéw siostrzanych z kompleksu
Contracaecum osculatum. Wykazalismy takze, ze lokalizacja pasozytniczych nicieni w
poszczeg6lnych narzadach wewnetrznych ryb jest nieprzypadkowa i zalezy od gatunku
pasozyta. Ponadto zauwazylismy, ze zarzadzanie odpadami na todziach rybackich moze by¢
dodatkowym czynnikiem wptywajacym na rozprzestrzenianie si¢ pasozytow. Wnetrznosci z ryb
sg utylizowane przez wyrzucanie ich do morza. W wodzie sa one znajdywane i zjadane przez
ptaki, a takze ryby i ssaki morskie, ktore sledza trawlery, aby moc zywic si¢ resztkami. Takie
zjawisko moze zwigkszy¢ czestos¢ wystepowania pasozytow w ekosystemie morskim.

Badania nad wystepowaniem pasozytniczych nicieni zostaty rowniez podjete w rejonach
arktycznym i antarktycznym. W artykule poswigconym tej tematyce (Dzido, Kijewska, Rokicka i
in. 2009) badalismy wystgpowanie pasozytniczych nicieni w szeregu gatunkow ryb, ptakow i
ssakow oraz bezkregowcoéw. W efekcie, jako pierwsi odnotowalismy obecnos¢ Anisakis
simplex C w probach pochodzacych z ryb nototeniowatych — Nothotenia coriiceps
(Richardson, 1844) i N. rossii (Richardson, 1844), z ktérych N. rossii jest gatunkiem cennym
komercyjnie.

Analiza dystrybucji pasozytniczych nicieni zostata rowniez przeprowadzona w odniesieniu
do ryb wystepujacych na szelfie Afrykanskim (Kijewska i in. 2009). W artykule tym
udowodnilismy ze pasozytnicza fauna ryb odzwierciedla nie tylko zasieg geograficzny
wystepowania Anisakidae, ale takze zachowania zywieniowe zywicieli petnigce role ogniw w

cyklach zyciowych pasozytow (Mattiucci i Nascetti, 2006). Wystepowanie i liczebnosé
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Anisakidae odzwierciedla rozmieszczenie zywicieli, w tym zywicieli ostatecznych, i ich
preferencje dietetyczne. Analiza wszystkich tych czynnikow stuzy zrozumieniu zaleznosci
miedzy rozmieszczeniem gatunkow ryb, ssakow morskich i wystepowaniem specyficznego
skladu fauny pasozytniczej.

Dodatkowa tematyka, ktora rowniez dotyczy nicieni z rodziny Anisakidae byty analizy
molekularne w celu zbadania zréznicowania populacji oraz dywergencji wybranych gatunkdow.
Pierwsza praca poswiecong tej tematyce byta praca Kijewska i in. (2008), w ktorej skupiatam si¢
na badaniu historii ewolucyjnej nicieni reprezentujacych nadrodzing Ascaridoidea. WyniKki
analizy pokazaty, ze w obrgbie tego taksonu kilkakrotnie doszto do niezaleznego wyksztatcenia
monoksenicznego (w obrebie pojedynczego zywiciela) cyklu zyciowego. Ponadto
udowodnilismy, ze fizjologia zywiciela ostatecznego stanowi silna bariere selekcyjna.
Zastosowalismy rowniez kilka metod testowania topologii uzyskanych drzew i doszlismy do
whniosku, ze rozwigzywanie trudnych probleméw filogenetycznych dotyczacych historii ewolucji
nicieni pasozytniczych wymaga duzych zbiorow danych. Dalszy postep moze wymagaé
sekwencjonowania znacznie wyzszej liczby genéw, w tym tez takich, ktore koduja biatka.
Problemu rozdzielczosci analizy nie rozwiazuje natomiast analizowanie wiekszej liczby
taksonow.

Dwie prace ze swojego dorobku poswigcitam na analizg¢ DNA mitochondrialnego
wybranych gatunkéw pasozytow z rodziny Anisakidae: Anisakis sp. i Contracaecum sp. Analiza
populacyjna Anisakidae byta jedna z pierwszych prac, ktéra wykorzystywata DNA
mitochondrialne do badan populacyjnych w obrebie tej rodziny. Wczesniej tylko Cross i in.
(2007) zajeli sie zroznicowaniem Anisakis simplex s.s. (Rudolphi, 1809) na podstawie analizy
sekwencji COI (pierwszej podjednostki oksydazy cytochromowej). W pracy poswigconej analizie
mitochondrialnego DNA A. simplex s.s. (Kijewska i in. 2009) wykazalismy, ze uznawana
dotychczas za stabo ustrukturyzowang (Mattiucci i in. 1997) populacja A. simplex s.s. jest
podzielona na dwie izolowane geograficznie subpopulacje. Subpopulacja z Oceanu
Spokojnego jest dodatkowo ustrukturyzowana genetycznie, co wskazuje na to, ze jest
starsza od nieustrukturyzowanej subpopulacji z Oceanu Atlantyckiego.

Druga praca (Dzido, Kijewska, Rokicki 2012), poswiecona byta analizie wybranych
fragmentdow mtDNA i ich przydatnosci do badan taksonomicznych gatunkow z kompleksu
Contracaecum osculatum (Rudolphi, 1802). W pracy tej wykazalismy, ze mtDNA pozwala na
identyfikacje blisko spokrewnionych ze soba gatunkow z kompleksu gatunkow siostrzanych
C. osculatum. Ponadto wykazaliSmy, ze procesem ewolucyjnym wplywajacym na
utrzymywanie sie réznic miedzygatunkowych w obrebie kompleksu gatunkéw siostrzanych

na poziomie mitochondrialnego genomu jest selekcja negatywna.
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W przysztosci interesujagcym tematem badawczym moze by¢ kompleksowa analiza
interakcji  zywiciel-pasozyt  uwzgledniajaca wplyw  czynnikow  srodowiskowych na
rozmieszczenie badanych gatunkéw. RoOwniez ekspresja wybranych genow zwigzanych z
procesem kolonizacji gospodarzy moze rzuci¢ swiatto na mechanizmy adaptacji do okreslonych
nisz w srodowisku gospodarza.

5.3 Prace przed uzyskaniem stopnia doktora

W czasie studiéw doktoranckich zapoczatkowanych w 1999 roku, zajmowatam sig, zgodnie
z tematyka doktoratu konstrukcja klucza molekularnego, ktory umozliwitby identyfikacje
wybranych nicieni z nadrodziny Ascaridoidea. Dodatkowo zajmowatam si¢ analiza zaleznosci
pomiedzy dystrybucja wybranych przedstawicieli fauny pasozytniczej storni a ich wiekiem i

czynnikami srodowiskowymi takimi jak rejonowe zanieczyszczenie wody.

Wyniki pracy poswieconej zaleznosci pomigdzy wystgpowaniem kolcogtowa P. laevis i
wiekiem storni (P. flesus) (Ziotkowska M., Chibani M., Kijewska A., Rokicki J. 2000) wskazaty,
ze strategia rozwoju P. laevis zalezy prawdopodobnie od dostepnosci zywicieli posrednich
oraz, by¢ moze, od umiejscowienia akantelli w organach wewnetrznych ryby. Réwnoczesnie
intensywnos$¢ zarazenia ryb jest scisle powigzana z ich preferencjami dietetycznymi,
wiekiem ryb i wymiarami potencjalnego pozywienia. Publikacja poswiecona badaniom nad
parazytofaung storni (Chibani M., Ziétkowska M., Kijewska A., Rokicki J. 2001) wskazata na
zaleznos¢ zarazenia kolcogtowami P. laevis i miejscowym poziomem zanieczyszczenia wody,

ktory wptynat na dostgpnosc zywicieli posrednich kolcogtowa.

W dwoch publikacjach zwigzanych bezposrednio z tematem doktoratu udowodnitam na
przykiadzie analizy fragmentu 1TS1-5.8S-ITS2 w Anisakis simplex s.s., ze poziom zréznicowania
tego odcinka rybosomalnego DNA nie utrudnia identyfikacji gatunku niezaleznie od pochodzenia
geograficznego pasozyta (Kijewska i in. 2000). W efekcie ustalitam, ze klucz molekularny oparty
0 analize wskazanego odcinka rDNA jest kluczem uniwersalnym pod wzgledem geograficznym.
Druga publikacja opisywata metode oznaczania poszczeg6inych gatunkéw pasozytow za pomoca
metody PCR-RFLP odcinka rDNA zawierajacego ITS1-5.8S-1TS2. Lacznie opisatam w nigj
sposob oznaczenia dla 11 gatunkow pasozytniczych nicieni (Kijewska i in. 2002). Wzory
restrykcyjne (RFLP) wykazaty, ze endonukleaza Taql byta najbardziej uzytecznym enzymem do
identyfikacji wszystkich badanych gatunkow. Nie wykryto zadnych zmian we wzorcach
restrykcyjnych w obrebie kazdego gatunku. W zwigzku z tym klucz molekularny PCR-RFLP
moze by¢ stosowany do identyfikacji pasozytow morskich i stodkowodnych z nadrodziny

Ascaridoidea bez wzgledu na ich pochodzenie geograficzne.
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Ostatnia praca opublikowana przed uzyskaniem tytulu doktora dotyczyla zmian
patologicznych w uchu wewnetrznym morswina (Phocoena phocoena L.), powiazanych z
pasozytem Stenurus minor (Kuhn, 1829) (Kijewska i in. 2003). Badania te wskazaty, ze
zarazenie tym pasozytem jest bezposrednia przyczyna uszkodzen narzadow stuchu, skutkujacych

powaznym stresem, bolem i dezorientacja morswinow.
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