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Zmienno$¢ genetyczna stref hybrydowych 1 populacji allopatrycznych
spokrewnionych gatunkow sosen (rodzaj Pinus)

Niniejsza praca doktorska sktada si¢ z czterech artykuldw opisujacych badania
genetyczne allopatrycznych oraz mieszancowych populacji sosny zwyczajnej (Pinus
sylvestris L.), kosodrzewiny (Pinus mugo T.) oraz sosny btotnej (Pinus uliginosa N.).
Gtownym obiektem badan byly trzy strefy kontaktu sosny zwyczajnej 1 kosodrzewiny, na
ktorych niekiedy formy hybrydowe przyjmuja fenotyp przypominajacy sosne btotng — byty to
dwie populacje zlokalizowane w Sudetach Srodkowych: Bledne Skaty w Goérach Stotowych
oraz Torfowisko pod Zielencem w Gorach Bystrzyckich, a takze Bér na Czerwonem w Nowym
Targu, polozony miedzy Gorcami a Tatrami. Grup¢ referencyjng obejmowat przekroj
naturalnych populacji sosny zwyczajnej, zarowno gorskich, jak i nizinnych, w zasiggu
polskim oraz europejskim. Referencyjne populacje kosodrzewiny obejmowaty wszystkie
polskie pasma gorskie, w ktorych ten gatunek wystepuje, oraz wybrane stanowiska
europejskie. Jako referencje dla sosny blotnej wykorzystano jej locus classicus — Wielkie
Torfowisko Batorowskie — oraz dwa drzewostany zlokalizowane w okolicy Weglinca.
Materiat zbierano w latach 2021-2023.

Pierwszy artykut opublikowany w Dendrobiology, zatytutowany Development of a
SNaPshot assay for the genotyping of organellar SNPs in four closely related pines, opisuje
opracowang metod¢ genotypowania panelu 13 dziedziczonych w linii matczynej
mitochondrialnych polimorfizméw (SNP) oraz diagnostycznego markera chloroplastowego,
dziedziczonego w linii ojcowskiej 1 pozwalajacego okresli¢ pochodzenie danego osobnika od
sosny zwyczajnej lub sosen z kompleksu Pinus mugo. Celem tej pracy bylo udoskonalenie i
uproszczenie dotychczasowych metod genotypowania oraz ich walidacja na 12 populacjach
czterech gatunkoéw sosen w tym min. P. sylvestris, P. mugo i P. uliginosa. Metoda wykazata
duza doktadnos¢ i skuteczno$¢, pozwalajac na okreslenie genotypow dla 146 ze 147 badanych
osobnikoéw z europejskiego zasiggu wybranych gatunkow. W badanej probie zidentyfikowano
12 réznych haplotypow mitochondrialnych, a ich najwyzsza, usredniong roéznorodnosc
wykazano dla sosny btotnej 1 sosny zwyczajnej. Badania te potwierdzity réwniez specyficznos¢
chloroplastowego markera diagnostycznego — wszystkie sosny zwyczajne posiadaty wariant
,,C”, natomiast wszystkie sosny z kompleksu Pinus mugo miaty wariant ,,A” w locus trnL-
trnkF.

Drugi artykut, opublikowany w BMC Plant Biology, pod tytutem Hybridization has
localized effect on genetic variation in closely related pine species, opisuje oszacowanie zmiennosci
genetycznej hybrydowych populacji sosen w odniesieniu do allopatrycznych populacji
referencyjnych, na podstawie 13 markeréw mitochondrialnych wygenerowanych za pomoca
metody SNaPshot oraz 14 jadrowych markeréw mikrosatelitarnych (nSSR). W tym celu
osobniki zasiedlajace strefy kontaktu podzielono na klasy gatunkowe, uwzgledniajac ich
genetyczne pochodzenie (na podstawie genotypéw nSSR), morfologi¢ oraz wariant
diagnostycznego markera chloroplastowego DNA. Oszacowano zardwno zmienno$¢ genomu
jadrowego, jak i mitochondrialnego, przyjmujac za jej miar¢ m.in. bogactwo alleliczne (allelic
richness) 1 bogactwo haplotypowe (haplotype richness), czyli $rednig liczbg alleli lub



haplotypéw w danej populacji, odniesiong do populacji o najmniejszej liczbie osobnikow.
Przeprowadzono réwniez analiz¢ haplotypow mitochondrialnych dla wielu populacji w
zasiegu europejskim, w celu stworzenia bazy 1 sieci wystepujacych wariantow. Wyniki badan
wskazaty na brak spodziewanego istotnego zwigkszenia zmiennosci genetycznej w obrebie
stref hybrydowych, a nawet wykazaly jej zmniejszenie — szczegdlnie w przypadku genomu
mitochondrialnego. Co wigcej, w strefach kontaktu nie stwierdzono zadnych nowych
wariantow, a populacje wydaja si¢ ujednolica¢ do jednego lub dwoch haplotypow, najczesciej
spotykanych w polskim zasiegu wystepowania badanych gatunkow. Okoliczne populacje
allopatryczne nie wydaja si¢ by¢ w zaden sposob dotknigte procesami zachodzacymi w
populacjach hybrydowych, co wskazuje na lokalny efekt hybrydyzacji.

Trzeci rozdzial stanowi artykul w trakcie recenzji w czasopi§mie Molecular Ecology,
zatytulowany Repeatable genomic outcomes along the speciation continuum: insights from
pine hybrid zones (genus Pinus). Badanie to bylo pierwsza proba wykorzystania danych
genomicznych (7390 markeréw SNP) do oszacowania zroznicowania genetycznego, struktury
populacyjnej oraz wzorcoOw pochodzenia genetycznego w analizowanych strefach kontaktu.
Pomimo ze zidentyfikowano jedynie nieliczne osobniki reprezentujace genetycznie czysta
kosodrzewing, pochodzenie od tego gatunku rodzicielskiego byto dominujace w kazdej
populacji sympatrycznej. Co wigcej, roznorodnos$¢ genetyczna — oszacowana na podstawie
tysiecy markerow zlokalizowanych w genach funkcjonalnych — byla wyzsza u mieszancow
niz w populacjach allopatrycznych gatunkow rodzicielskich.

Czwarty 1 ostatni rozdzial stanowi artykut Molecular signatures of introgressive
divergence and selection in contact zones of closely related pine species (Pinus genus) bedacy
w recenzji w BMC Plant Biology, dotyczacy procesOw selekcji 1 introgresji genomicznej
zachodzacych w strefach hybrydowych. Osobniki zostaly podzielone na klasy genetyczne
zgodnie z proporcjami ich genetycznego pochodzenia, obliczonymi na podstawie genotypow
7390 jadrowych markerow SNP. Do okre$lenia loci podlegajacych selekcji, tzw. outlierow,
zastosowano trzy powszechnie uzywane metody: pcadapt, OutFLANK oraz BayeScan. Zbiory
markerow wybranych kazda metoda dla kilkunastu uktadéw grup lub populacji poréwnano ze
sobg 1 wybrano wylacznie te, ktore zostaty okreslone jako outliery przez co najmniej dwie z
metod. Celem badan bylo okreSlenie, ktore geny ulegaja selekcji w wybranych klasach
gatunkowych w strefach hybrydowych, w odniesieniu do referencyjnych populacji
allopatrycznych danego gatunku. Badania wykazaly znacznie wigksza presj¢ selekcyjng
obserwowang w grupach hybrydéw sosny zwyczajnej w porownaniu do osobnikow z
przewaga genow kosodrzewiny. Co wigcej, wykazano oznaki selekcji dzialajacej rowniez na
wiele gendw u osobnikéw sosny zwyczajnej wystepujacych w strefach kontaktu,
posiadajacych czyste genetyczne pochodzenie od sosny zwyczajnej, typowy dla niej fenotyp
oraz wariant diagnostycznego markera chloroplastowego.

Podsumowujac, niniejsza rozprawa doktorska wykazuje, ze hybrydyzacja, przeptyw
genow oraz selekcja odgrywaja odmienne, lecz komplementarne role w ksztaltowaniu
zmiennos$ci genetycznej w strefach kontaktu badanych gatunkéw sosen. Podczas gdy
markery neutralne wskazuja na ujednolicenie pul genowych, loci funkcjonalne ujawniaja
zwigkszong roznorodnos¢ genetyczng oraz zréznicowanie mi¢dzy osobnikami hybrydowymi
1 czystymi osobnikami sosny zwyczajnej z populacji sympatrycznych. Przewaga genomu P.
mugo wsrod wiekszosci osobnikow hybrydowych oraz niska presja selekcyjna na takie



mieszance sugeruje wystgpowanie adaptacyjnej introgresji oraz lepsze przystosowanie
mieszancOw kosodrzewiny. Natomiast czyste osobniki P. sylvestris ze stref kontaktu
podlegaja selekcji zwigzanej z adaptacja do warunkow $rodowiskowych, trudnych dla
typowych przedstawicieli tego gatunku. Wyniki zaprezentowane w czterech publikacjach
naukowych, bedacych rozdzialami tej rozprawy przyczynia si¢ do poglebienia wiedzy na
temat hybrydyzacji jako mechanizmu adaptacji oraz czynnika napedzajacego specjacje.
Nowa wiedza o genomice stref hybrydowych drzew ma znaczenie nie tylko dla biologii
ewolucyjnej, lecz rowniez niesie ze sobg istotne implikacje praktyczne dla ochrony przyrody,
zarzadzania zasobami genetycznymi oraz zachowania bioréznorodnosci w ekosystemach
lesnych poddawanych rosnacej presji srodowiskowe;.



