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a) Tytut osiggniecia naukowego

Procesy ksztaltujace dynamike liczebnosci populacji pasozytéw a ewolucja genow odpornosci
u zywicieli w warunkach naturalnych

sumaryczny IF: 13,11
liczba punktoéw MNISW: 135
liczba cytowan 25
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b) Publikacje wchodzace w sktad osiagniecia naukowego

1. Kloch A, Baran K, Buczek M, Konarzewski J, Radwan J. 2013. MHC influences parasite load
and winter survival in the root vole Microtus oeconomus. Evolutionary Ecology 27: 635-653

IF213: 2,372, IFs it 2,42 pkt MNISW: 25, liczba cytowan: 22

Moj udziat oceniam na 55%. Polegat on na opracowaniu koncepcji badan, wykonaniu prac
terenowych, oznaczeni parazytologicznych i genotypowaniu, analizie danych oraz
przygotowaniu  manuskryptu  do  publikacji. W  pracy petnitam  role autora
korespondencyjnego. Publikacja powstata w ramach grantu NCN nr N304 168836, ktorego
bytam kierownikiem.

2. Kloch A, Michalski A, Bajer A, Behnke J. 2015. Biased sex ratio among worms of the family
Heligmosomidae - searching for a mechanism. International Journal for Parasitology, 45: 939-945

1F5016:3,73 , IFs.ei:3,6 pkt MNISW: 40, liczba cytowan: 0

Moj udziat oceniam na 75%. Polegat on na wykonaniu analiz, interpretacji wynikow, i
przygotowaniu — manuskryptu  do  publikacji. W  pracy petnitam role autora
korespondencyjnego.

3. Biedrzycka A, Kloch A. 2016. Development of novel associations between MHC alleles and
susceptibility to parasitic infections in an isolated population of an endangered mammal. Infection,
Genetics and Evolution 44, 210-217

IF216: 2,89, IFs emi: 2,83 pkt MNISW: 30, liczba cytowan: 2

Moj udziat oceniam na 50%. Polegat on na oznaczeniu zaraZenia pasoZytami u badanych
zwierzqt i modelowaniu statystycznym uzyskanych wynikow, przygotowaniu wynikow do
publikacji, wspotudziale w tworzeniu manuskryptu. W pracy petnitam role autora
korespondencyjnego.

4. Kloch A, Wenzel MA, Laetsch DR, Michalski O, Bajer A, Behnke J, Welc-Falgciak R, Piertney
SB. 2018. Signatures of balancing selection in toll-like receptor (TLRs) genes — novel insights from
a free-living rodent. Scientific Reports 8: 8361

IF2017: 4,12, IFS-letni: 4,61, pkt MNISW: 40, liczba Cytowaﬁ: 1

MGéj udziat oceniam na 55%. Polegat on na opracowaniu koncepcji badan, genotypowaniu,
analizie danych oraz przygotowaniu manuskryptu do publikacji. W pracy petnitam role
autora korespondencyjnego. Publikacja powstata w ramach grantu NCN Opus
(2012/07/B/NZ8/00058), ktorego bytam kierownikiem.
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c) Omédwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z omédwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Wstep

W warunkach naturalnych zwierzeta sa narazone na wiele gatunkéw pasozytow, od bakterii
1 wirusow po wielokomérkowe helminty, a zdolno$¢ do zwalczania infekcji wptywa istotnie na
dostosowanie poprzez zwigkszona Smiertelnos$¢ i/lub zmniejszong ptodnos¢ zarazonych osobnikéw
(np. Gulland 1 Fox 1992, Burthe 1 in. 2008). Z tego powodu pasozyty stanowia istotng sitg
selekcyjna wptywajaca na ewolucje zywicieli. Dynamika ewolucji w uktadzie pasozyt-zywiciel ma
charakter wyscigu zbrojen — pasozyty wyksztatcaja dostosowania umozliwiajace przetamanie
mechanizméw obronnych zywiciela, z kolei po stronie zywiciela dochodzi do ciagtych zmian tych
mechanizmoéw, co zapewnia zachowanie odpornosci.

Do wtasciwego zrozumienia wplywu pasozytow na ewolucj¢ zywicieli konieczne jest
poznanie ich ekologii, a zwlaszcza czynnikdéw ksztattujacych liczebnos¢ i sukces reprodukcyjny. Na
oba te parametry wplywaja interakcje miedzy- i wewnatrzgatunkowe migdzy pasozytami, jednak o
ile wplyw konkurencji migdzygatunkowej zostat do§¢ dobrze opisany (np. Telfer i in. 2010), rola
czynnikéw wewnatrzgatunkowych jest zacznie stabiej poznana. W przypadku rozdzielnoptciowych
pasozytow o prostym cyklu zyciowym konkurencja wewnatrzgatunkowa, w tym konkurencja
migdzy piciami, wydaje si¢ istotnym czynnikiem ksztattujacym dynamike liczebnosSci populacji,
dlatego w pierwszej pracy (Kloch i in., 2015, Int J Paras) zajetam si¢ dokladniej tym
zagadnieniem. Praca ta stanowi tto dla pozostatych publikacji wchodzacych w sktad osiagnigcia.

Na poziomie genetycznym presja ewolucyjna ze strony pasozytow jest najlepiej widoczna w
genach kodujacych elementy odpowiedzi immunologicznej, poniewaz biatka uktadu
odpornosciowego wchodza w bezposrednie interakcje z pasozytami. Zalezno$¢ ta zostala
najdokfadniej poznana w przypadku genéw gléwnego kompleksu zgodnosci tkankowej (MHC,
major histocompatibility complex), stanowigcego kluczowy element odpowiedzi nabytej opartej o
rozpoznawanie antygenéw. Kompleks MHC nalezy do najbardziej polimorficznych loci u
krggowcow 1 uwaza sig, ze ich wysoka zmiennos¢ jest utrzymywana poprzez dobor rOwnowazacy
(balancing selection) ze strony pasozytéw (Berhatchez i1 Landry 2003, Piertney i Oliver 2006).
Istnieje wiele prac pokazujacych zwiazki polimorfizmu genéw MHC zaréwno z odpornoscia, jak i
podatnoscia na pasozyty w populacjach naturalnych (przeglad w: Sommer 2005, Piertney i Oliver
2006), jednak badania te w przewazajacej wigkszoSci miaty charakter korelacyjny, co nie pozwala

na bezposrednie wnioskowanie o przystosowawczym charakterze tych zwiazkow. W drugiej pracy
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(Kloch i in. 2013 Evol Ecol) wchodzacej w sktad osiagnigcia postanowitam uzupetnié t¢ luke
poprzez zbadanie wplywu obecnosci ,alleli odpornosci” na podstawowy parametr dostosowania,
jakim jest przezywalnos¢.

Kolejnym stabo poznanym aspektem zaleznosci migdzy genotypem zywiciela a podatnoscia
na infekcje jest dynamika czasowa tych zwiazkéw. Zagadnieniu temu poswigcono trzecia prace
(Biedrzycka i Kloch 2016, Infect Genet Evol) wchodzaca w sktad osiagnigcia, ktérej przedmiotem
byly zmiany w czasie wystgpowania pasozytow 1 frekwencji alleli MHC DRB w izolowane]
populacji susta peretkowanego. Wnioski plynace z tej pracy maja zastosowanie w planowaniu
dziataii ochronnych, poniewaz infekcje zwigkszaja ryzyko wymarcia zagrozonych gatunkéw
(McCallum i Dobson 2002), a na ich dziatanie szczegdlnie narazone sa mate populacje
odznaczajace si¢ niskg zmiennoscia genetyczng (Radwan i in. 2010).

MHC stanowi tylko jeden z wielu elementéw sktadajacych si¢ na réznorodnos¢ odpowiedzi
immunologicznej (Jepson 1 in. 1997), przy czym mechanizmy ewolucyjne ksztattujace zmiennos¢é
innych komponentéw uktadu odpornosciowego sa dotychczas stabo poznane. Czwarta prace
(Kloch i in. 2018 Sci Rep) poswigcono okresleniu roli pasozytéw w ksztattowaniu zmiennosci
receptoréw TLR stanowigcych element wrodzonej odpowiedzi immunologiczne;j.

Prowadzone przeze mnie badania wpisuja si¢ w stosunkowo nowa galaZz biologii
ewolucyjnej nazwang ,,dzika immunologia” (Pedersen 1 Babayan 2011). Jej celem jest poznanie
mechanizméw warunkujacych odporno$¢ w warunkach naturalnych, poniewaz na wolnosci
zwierz¢ta musza jednoczesnie radzi¢ sobie z infekcjami i innymi czynnikami stresowymi, takimi
jak interakcje spoleczne, gtéd, skrajne warunki pogodowe itd., a w takich warunkach
funkcjonowanie uktadu odpornosciowego moze si¢ istotnie r6zni¢ od odpowiedzi w warunkach

laboratoryjnych.

Publikacja 1

Kloch A, Michalski A, Bajer A, Behnke J. 2015. Biased sex ratio among worms of the family

Heligmosomidae - searching for a mechanism. International Journal for Parasitology, 45: 939-945

Wstep
Znajomos$¢ ekologii pasozytow jest konieczna dla lepszego zrozumienia ich roli jako sily
ewolucyjnej wptywajacej na zmienno$S¢ genetyczng w populacjach zywicieli. Z ekologicznego

punktu widzenia pasozyty funkcjonuja w systemie metapopulacji, a poszczegdlne osobniki
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zywicielskie stanowa izolowane wyspy. Migracja jest mozliwa tylko migdzy pokoleniami, poprzez
formy dyspersyjne czyli — w przypadku nicieni — uwalniane do srodowiska jaja.

Na dynamike liczebnosci populacji rozdzielnoptciowych nicieni istotnie wplywa proporcja
plci, poniewaz od niej zalezy ilos¢ produkowanych jaj, a wigc posrednio takze efektywnos¢
zarazenia kolejnych zywicieli. Zgodnie z zasada Fishera, réwna proporcja plci jest strategia
ewolucyjnie stabilng (Edwards 1998), jednak u wielu gatunkéw nicieni zaobserwowano odstgpstwa
od tej zasady, zwykle w kierunku przewagi samic. Znaczenie ekologiczne i ewolucyjne tego
zjawiska jest stabo poznane. Poniewaz przewaga samic maleje przy wysokich zageszczeniach
populacji pasozytoéw, niektérzy badacze uznali taka proporcje plci za mechanizm pozwalajacy
skompensowac nizsze szanse znalezienia partnera (mating probability) przy niskich zaggszczeniach
(Haukisalmi i in. 1996). Inni autorzy przyczyny upatrywali w konkurencji o zasoby pokarmowe
(Stien i in. 1996), w szczegd6lnosci z innymi gatunkami pasozytéw (Tarasovskaya 2008). Hipotezy
te nie znalazly jednak potwierdzenia w czgsci badan 1 wplyw nieréwnej proporcji ptci na dynamike
populacji nicieni wymaga dalszego wyjasnienia.

Celem niniejszej pracy byta analiza czynnikéw ksztaltujacych struktur¢ populacji dwoch
gatunkéw nicieni o podobnej biologii zarazajacych nornicg¢ ruda: Heligmosomum mixtum 1
Heligmosomoides glareoli, ze szczegélnym uwzglednieniem proporcji pici. Nicienie te naleza do
najczesciej spotykanych pasozytow nornicy rudej (Bajer et al. 2005) 1 maja prosty cykl zyciowy
obejmujacy tylko jednego zywiciela. Dtugos¢ zycia jest zblizona do dlugosci zycia nornicy w
warunkach naturalnych, przez co raz zarazony zywiciel zwykle pozostaje zainfekowany do korica

zycia (Haukisalmi i in. 1996).

Wyniki

W pracy przeanalizowano dane obejmujace 1458 zarazonych nornic odtowionych w trakcie 23
sesji odtowow przeprowadzonych na przestrzeni 11 lat na trzech powierzchniach w okolicy stacji
terenowej Uniwersytetu Warszawskiego w Urwitalcie na Mazurach (Behnke 1 in. 2001, Bajer 1 in.
2005). Poniewaz populacje pasozytéw ze swojej natury wykazuja struktur¢ zwiazang z podziatem
populacji miedzy osobniki zywicielskie, analize przeprowadzono na dwdéch poziomach (Sousa
1994): 1) metapopulacji, rozumianej jako populacja pasozytow jednego gatunku wystepujacych w
danym gatunku zywiciela oraz ii) infrapopulacji czyli populacji pasozytéw jednego gatunku
wystepujacej w jednym osobniku zywicielskim.

U obu gatunkéw nicieni stwierdzono istotny nadmiar samic, proporcja samic wynosita
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odpowiednio 0,58 u H. mixtum 1 0,56 u H. glareoli. Na poziomie metapopulacji wyliczono dwa
parametry: wspofczynnik agregacji k oraz szans¢ znalezienie partnera (mating probability) wg
Maya 1 Woolhousa (1993). Wspétczynnik agregacji dla wszystkich serii odlowéw poza czterema
byl nizszy od 1, co oznacza, ze w badanych populacjach osobniki zywicielskie o skrajnie wysokiej
lub skrajnie niskiej liczbie pasozytow wystgpowaly czesciej niz wynikatoby to z rozktadu
losowego. Najwyzszy wspotczynnik agregacji stwierdzono w serii odtowOw odznaczajacej sig
najwigkszym odsetkiem zarazonych zywicieli 1 najwyzsza Srednig intensywnoscia infekcji.

We wszystkich seriach odlowéw poza jedna szansa znalezienia partnera przez samicg (mating
probability) byta wysoka (=80%). U H. mixtum stwierdzono marginalnie nieistotng zaleznos¢
migdzy szansa znalezienia partnera i proporcja samic (r= —0,476, p=0,06). Wbrew wczesniejszym
doniesieniom (Haukisalmi i in. 1996, Stien i in. 1996) nie potwierdzono korelacji pomigdzy
proporcja plci i wspoétczynnikiem agregacji, ani migdzy proporcja pici a zaggszczeniem populacji

pasozytow.
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Rycina 1. Poréwnanie oczekiwanego (kreskowane stupki) i obserwowanego (biale stupki) rozktadu proporcji plci w
infrapopulacjach liczacych od 2 do 5 nicieni. U géry kazdego histogramu podano istotnos¢ statystyczna réznicy miedzy
rozktadami (Zrédio: Kloch i in. 2015).

Analiza na poziomie infrapopulacji wykazata, ze proporcja samic u H. mixtum byta wyzsza u

starszych zywicieli, na co wskazywata istotna korelacja proporcji ptci z masa soczewek zywiciela

stanowigcych dobra aproksymacje wieku (uogdlniony model liniowy, %’=5,407, p=0,043). U H.
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glareoli proporcja pici byta przechylona na strong¢ samcéw u zywicieli zarazonych jednoczesnie co
najmniej dwoma tasiemcami (y’=4,172, p=0,041), jednak wynik ten jest niepewny ze wzgledu na
niska liczbe takich zarazen.

Najciekawszym wynikiem na poziomie infrapopulacji jest nadreprezentacja infekcji
ztozonych z pasozytow tylko jednej plei (Rycina 1). W infrapopulacjach liczacych co najmnie;j
dwa nicienie infekcje ztozone z jednej pici stanowily 24,7% zarazen H. glareoli 1 15,8% zarazen H.
mixtum. W infrapopulacjach liczacych 4 i 5 osobnikéw H. glareoli istotnie czgsciej niz wynikato to
z rozkladu teoretycznego stwierdzano infekcje ztozone z samych samcéw lub samych samic (Ryc
1). Nadmiar infekcji ztozonych tylko z samic stwierdzono tez w infrapopulacjach o liczebnosci 4 u

H. mixtum.

Znaczenie wynikow

W niniejszej pracy nie potwierdzono hipotezy tlumaczacej nieréwna proporcj¢ pici u nicieni
parametrami na poziomie metapopulacji. Stwierdzono natomiast istotng rozbieznos¢ pomiedzy
oczekiwang i obserwowana proporcja plci w infrapopulacjach liczacych od 2 do 5 pasozytow,
a takze nadreprezentacje¢ infekcji ztozonych tylko z jednej plci. Tego rodzaju obserwacje nie
byly dotychczas opisane, a poniewaz infekcje jednoplciowe wydaja sie niekorzystne
przystosowawczo, zaproponowatam mechanizm tlumaczacy to zjawisko.

Badane nicienie maja cykl bezposredni tzn. kolejne nornice zarazaja si¢ przez kontakt z jajami
znajdujacymi si¢ w odchodach osobnikéw zarazonych. Liczebnos¢ infrapopulacji Heligmosomidae
jest niezbyt wysoka i rzadko przekracza 10 nicieni. Przy zalozeniu panmiksji istnieje wigc spora
szansa, ze dwa losowo wybrane osobniki potomne beda miaty wspdlnych rodzicéw. Dla przyktadu,
Sredni wspétczynnik pokrewienstwa potomstwa pochodzacego z infrapopulacji ztozonej z czterech
nicieni, dwoch samcoéw 1 dwéch samic, wynosi 0,25 — tyle samo, co w infrapopulacji ztozonej z
jednego samca i czterech samic. Kiedy odchody zawierajace jaja z takiej infrapopulacji trafia do
kolejnego zywiciela, powstajaca z nich nowa infrapopulacja bedzie ztozona ze spokrewnionych
osobnikOw i przez to narazona na kojarzenie krewniacze. Zaproponowany przeze mnie mechanizm
zaklada, ze w celu uniknigcia inbredu osobniki jednej pici usuwaja w takiej populacji rodzefistwo
drugiej plci, co skutkuje nadreprezentacja infekcji jednopiciowych. Ze wzgledu na koszty
kojarzenia krewniaczego optacalne wydaje si¢ odroczenie rozrodu do czasu pojawienia sig

niespokrewnionych partneréw, ktérzy moga zasili¢ dana infrapopulacje na skutek kolejnego



Agnieszka Kloch, autoreferat, 8

zarazenia nornicy jajami pochodzacymi od innego osobnika. Chociaz nie jest znany sposéb, w jaki
nicienie miatyby usuwaé rodzenstwo, mechanizm taki moze stanowi¢ skuteczny sposéb unikania
inbredu i przez to pozwalajacy na zachowanie wysokiej zmiennosci genetycznej. Wysoka
zmienno$¢ ma w przypadku pasozytdw istotne znaczenie przystosowawcze, poniewaz zapewnia
potencjal umozliwiajacy powstawanie przystosowan pozwalajacych omina¢ mechanizmy obronne
zywicieli zgodnie z dynamika Czerwonej Krdélowej. Wynik ten jest szczegllnie istotny w
kontekscie pracy 4 wchodzacej w sktad prezentowanego osiagnigcia, w ktérej analizowano te same
populacje, 1 czgSciowo te same osobniki zywicielskie, co w niniejszej publikacji. Uzyskane wyniki
nakreslaja ekologiczne tlo, na ktorym toczy sie ewolucyjny wyscig zbrojen miedzy pasozytami

i zywicielami, a jego aspekty z punktu widzenia zywicieli opisano w publikacji 4.

Publikacja 2

Kloch A, Baran K, Buczek M, Konarzewski J, Radwan J. 2013. MHC influences parasite load and

winter survival in the root vole Microtus oeconomus. Evolutionary Ecology 27: 635-653

Praca powstata w ramach grantu MNiSW nr N304 168836, ktérego bylam kierownikiem. Grant
realizowatam w latach 2010-12 w Instytucie Nauk o Srodowisku Uniwersytetu Jagiellofiskiego.

Wstep

Mimo licznych prac pokazujacych zwiazki wystgpowania poszczegéllnych alleli MHC z
podatnoscia na infekcje (przeglad w: Spurgin i Richardson 2010), funkcjonalne znaczenie tych
zwiazkéw pozostaje slabo zbadane. U niektérych gatunkéw, takich jak owce Soay, osobniki
posiadajace allele MHC zwigzane z odpornoscia na zarazenie nicieniami odznaczaly si¢ wyzsza
przezywalnoscia (Paterson 1 in. 1998). U innych, takich jak kozice, genotyp MHC wptywat na
przezywalnos¢, ale nie zapewnial odpornosci na Swierzbowca (Schaschl 1 in. 2012). Wplyw
pasozytow na przezywalno$¢ nie jest zreszta jasny, podczas gdy niektérzy autorzy stwierdzili
negatywny wpltyw pasozytéw na przezywalnos$¢ (Gulland i Fox, 1992, Burthe i in. 2008), inni nie
znalezli takiej zaleznosci; niekiedy przeciwstawne wyniki otrzymywano w przypadku tego samego
gatunku (Moss i in. 1990, Hudson 1986).

Ze wzgledu na znaczne réznice w biologii pasozytow, nie bez znaczenia wydaje si¢ gatunek
pasozyta, ktéry stanowi obiekt badan. Zgodnie z hipoteza Scotta i Dobsona (1989) wptyw
pasozytow na dostosowanie zywicieli zalezy od ztozonosci cyklu zyciowego — pasozyty o

transmisji bezposredniej powinny sa bardziej zjadliwe niz pasozyty wymagajace do swojego
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rozwoju zywicieli posrednich. Ponadto negatywny wptyw pasozytéw zalezy od innych czynnikéw,
takich jak pte¢ zywiciela czy dostgpnos¢ pokarmu (Fuller 1 Blaustein 1996, Murray i in. 1996)
Celem niniejszej pracy bylo okreslenie zwiazkéw mig¢dzy zarazeniem pasozytami, haplotypem
MHC a przezywalnoscia zimowa u nornika poinocnego Microtus oeconomus. Przyjgto nastgpujace
hipotezy:
1. Pasozyty o transmisji bezposredniej i szerokim spektrum zywicieli powinny by¢ bardziej
zjadliwe niz pasozyty specyficzne, wymagajace do rozwoju zywicieli posrednich. Pasozyty
pozostajace z zywicielami w dlugotrwatych oddziatywaniach trwajacych przez wigkszos¢ zycia
powinny by¢ mniej zjadliwe niz mikropasozyty wywotujace krétkotrwate infekcje.
2. W badanej populacji powinny wystgpowaé allele MHC DRB zwiazane z podatnoscia (lub
odpornoscia) na infekcje.
3. Zakladajac, ze poszczegdlne allele MHC wplywaja na podatno$¢ na zarazenie, zwiazki te
powinny wptywac na przezywalnos¢. Spodziewano sig, ze osobniki posiadajace allele warunkujace
oporno$¢ beda rzadziej zarazone, a zatem bgda mialy wigksze szanse przezycia zimy niz osobniki

pozbawione takich alleli oraz osobniki posiadajace allele zwiazane z podatnoscia.

Wyniki

Sposréd 167 zwierzat ztowionych jesienia, zarazenie okreslono u 159. Zarazenie pasozytami
krwi bylo wyzsze niz pasozytami jelitowymi, tym samym potwierdzono hipotez¢ 1. W krwi
stwierdzono cztery gatunki pasozytéw, z czego najczestsza byla Haemobartobella sp. (43,9%
zarazonych zwierzat) i Babesia sp. (22,3%), rzadziej stwierdzano Trypanosoma sp. (7,4%) oraz
Bartonella sp. (1%). W odchodach wykryto jaja 4 gatunkéw helmintéw: jaja tasiemcoéw
stwierdzono u 10% nornikéw, nicienie z rodzaju Trichuris u 3,5%, sporadycznie (1%)
zaobserwowano tez nicienie z rodzaju Syphacia.

Genotypowanie w technologii 454 Roche pozwolitlo wyrézni¢ 18 alleli MHC DRB. Badane
locus ulegto duplikacji, srednio u jednego osobnika stwierdzano 4,6 allelu, przy czym maksymalnie
u jednego zwierzecia wystgpowalo 6 alleli. Analiza filogenetyczna wyrdznita trzy wyrazne klady
(Rycina 2), z ktérych kazdy odpowiadat oddzielnemu locus. Poniewaz niektére allele nukleotydowe
miaty taka sama sekwencje aminokwasowa, w analizach postuzono si¢ allelami aminokwasowymi
(oznaczonymi dalej AA), zeby uwzgledni¢ potencjalng zmiennos$¢ biatek MHC, a nie zmiennos$¢
samych sekwencji.

Zgodnie z przewidywaniami, stwierdzono istotny zwiazek pomigdzy wystgpowaniem
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poszczegbdlnych alleli MHC a zarazeniem pasozytami. Zwierzgta posiadajace allel AA*05
dwukrotnie czeSciej zarazone Babesia sp. niz zwierzgta bez tego allelu (odpowiednio 31,7 1 15,3%,
x*=7,092, p=0,008), natomiast osobniki z allelem AA*08 byly odznaczaty sie nizsza prewalencja
Babesia sp. (13,9% u osobnikéw z allelem, 25,7% bez niego, x’*=4,14 p=0,042). Zarazenie Babesia
sp. zmniejszato szanse przezycia zimy od listopada do marca (przezywalnos¢ 20,8% u
niezarazonych, 9,1% u zarazonych, %’=8,407, p=0,004), a efekt ten byt jeszcze silniejszy od
stycznia do marca (odpowiednio 77% i 37%, x*=5,471, p=0,019). Szansa przezycia zimy zalezala
rowniez od obecnosci alleli MHC. Osobniki posiadajace allel AA*08 przezywaly lepiej w okresie
od listopada do stycznia (z allelem przezywalno$¢ wynosita 44,9%, bez 22%, y*=6,648, p=0,01).
Wyzsza przezywalnos$¢ stwierdzono u osobnikéw z allelem AA*01, zarbwno w pierwszej potowie

zimy (%*=9,468, p=0,001), jak i w calym badanym okresie (x*=8,661, p=0,004).

Mus

clade | 99 r Mioe-DRB*15

Mioe-DRB*02 AA*Q2
100 Mioe-DRB*16
Mioe-DRB*13

clade Il w00

MIOB'DRB*(]? AA*07
Mioe-DRB*09
Mioe-DRB*08
Mioe-DRB*17 AA*09
Mioe-DRB*12 AA*Q8
Mioe-DRB*18 AA*0
Mioe-DRB*03 AA*03
clade lll 100 l. Mioe-DRB*11 AA*01
Mioe-DRB*05 A A*05
Mioe-DRB*14
Mioe-DRB*04 AA*04
Mioe-DRB*06 AA*06
Mioe-DRB*10
0.1 Mioe-DRB*01 } AA*01
nucleotide alleles amino-acid alleles

Rycina 2. Drzewo filogenetyczne skonstruowane metoda najblizszego sasiada (neighbour-joining) pokazujace podziat
alleli MHC-DRB na trzy gtéwne klady. Po prawej stronie zaznaczono allele aminokwasowe odpowiadajace
poszczegblnym allelom nukleotydowym (Zrédto: Kloch i in. 2013)
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Znaczenie wynikow

Zgodnie z hipoteza 1, stwierdzono istotny wptyw zarazenia pasozytem krwi Babesia sp., na
przezywalnos¢, zaleznosci takiej nie stwierdzono natomiast w przypadku pasozytéw jelitowych. Jak
przypuszczano (hipoteza 2), wykryto zwiazek migdzy wystgpowaniem okreSlonych alleli MHC a
podatnoscia na zarazenie tym pasozytem. Najwazniejszym wynikiem jest wyrazne pokazanie
zwigzku wystepowania alleli MHC z przezywalnoscia i podatnoscia na infekcje w populacji w
sytuacji, gdy zarazenie zmniejszalo istotnie przezywalnos¢. Jest to pierwsza praca, w ktorej te
trzy czynniki analizowano jednoczesnie. Tym samym wykazano, ze u krétkozyjacych gryzoni,
jakimi sa norniki, wystgpowanie alleli MHC zwiazanych z odpornoscia na infekcje ma znaczenie

przystosowawcze.

Publikacja 3
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Wstep

Pasozyty moga istotnie przyczyniaé¢ si¢ do wyginigcia zagrozonych gatunkéw (McCallum i
Dobson 2002), a na ich dzialanie sg szczeg6lnie narazone male, izolowane populacje podatne sa na
negatywne efekty kojarzenia krewniaczego i1 dryfu. Procesy te prowadza do spadku réznorodnosci
genetycznej, co moze uposledza¢ zdolno$¢ do zwalczania infekcji (Radwan i in. 2010). Dla
przyktadu, wigksza podatno$¢ na infekcje stwierdzono u uchatek, ktérych rodzice byli ze soba
blisko spokrewnieni (Acevedo-Whitehouse i in. 2003), natomiast u owiec osobniki
heteryzogytoczne odznaczaty si¢ nizsza przezywalnoscia na skutek zarazenia nicieniami (Coltman i
in. 1999). Dob6r naturalny moze przeciwdziala¢ utracie alleli z przyczyn losowych i znane sa
gatunki, takie jak lis wyspowy, ktére zachowaty zmienno$¢ w genach MHC mimo silnej utraty
zmienno$ci w loci neutralnych (Aguilar i in 2004). Negatywne skutki obnizonej zmiennosci w
MHC nie zawsze jednak sa widoczne, jak wykazano w przypadku bobra czy kozta $nieznego
(Babik 1 in. 2005, Mainguy 1 in. 2007).

Brak spéjnego obrazu wylaniajacy si¢ z cytowanych wyzej pracy pokazuje, ze znaczenie

zmiennoS$ci genetycznej w loci kodujacych elementy ukiadu odpornosciowego dla podatnsci na
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infekcje wsréd zagrozonych gatunkéw nie jest w pelni poznane. W szczegélnosci, niewiele
wiadomo o zmianach frekwencji alleli w czasie. Chociaz wykazano, ze takie zmiany moga
zachodzi¢ bardzo szybko na skutek presji ze strony pasozytéw (Eizaguirre i in. 2012), nie wiadomo,
czy sa wyjatkiem czy regula. Dla przyktadu, dlugoterminowe badania likaonéw wykazaty, ze
struktura w genach MHC 1 loci mikrosatelitarnych byla w poszczegdlnych latach zblizona, co
pokazuje, ze procesy demograficzne przewazaly nad doborem (Marsden i in. 2012). Celem
niniejszej pracy byto ustalenie, jak zmienialo si¢ w czasie zarazenie pasozytami i frekwencje alleli
MHC w izolowanej populacji susta peretkowanego, ktéra okoto 10 lat wczesniej przeszia przez
silng redukcje liczebnosci.

Modele teoretyczne przewiduja, ze zachowanie pasozytow w populacji zywicieli zalezy od
tempa i rodzaju transmisji (McCallum i in. 2001). W przypadku transmisji zaleznej od zaggszczenia
gospodarzy, przy spadku liczebnosci zywicieli moze doj$¢ do sytuacji, w ktérej dalsza transmisja
pasozyta nie jest mozliwa i pasozyt zaniknie z lokalnej populacji. Z kolei wahania liczebnosci
populacji zywicieli nie powinny wptywaé na wystgpowanie przypadku pasozytéw o szerokim
spektrum zywicieli.

W pracy postawiono wigc nastgpujace hipotezy:

1. Spodziewano si¢ innej dynamiki czasowej wystgpowania pasozytéw krwi i pasozytow
jelitowych. Przypuszczano, Zze zarazenie pasozytami krwi bedzie wyzsze ze wzgledu na szeroki
rezerwuar zywicieli, natomiast opierajac si¢ na wczesniejszych pracach (Kloch 2010, Biedrzycka 1
in. 2011) spodziewano si¢ niskiego zarazenia pasozytami jelitowymi o bezposrednim cyklu
zyciowym.

2. Przyjeto zalozenie, ze na frekwencj¢ loci MHC dziata dobdr przeciwdzialajacy procesom
demograficznym 1 dryfowi, dlatego oczekiwano wyzszej zmiennosci w locus MHC 1 spodziewano

sie znaleZ¢ réznice w dynamice zmian w czasie frekwencji alleli migdzy MHC a loci neutralnymi.

Wyniki

W badanej populacji zmienno$¢ w loci neutralnych pozostawata na poziomie typowym dla
izolowanej populacji, ktéra przeszta niedawno znaczna redukcj¢ liczebnosci: w 8 loci
mikrosatelitarnych stwierdzono od 1 do 6 alleli i stosunkowo niska heterozygotycznos¢, ktéra byta
nizsza niz 0,5 w szesciu z siedmiu analizowanych loci (Tabela 1). Migdzy latami zaobserwowano
istotna zmiang frekwencji alleli MHC, ale nie loci neutralnych (wyniki testu doktadnego Fishera,

odpowiednio p=0,014 1 p=0,673) ale wbrew przewidywaniom, w 2014 nastapit istotny spadek
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heterozygotycznosci w locus MHC DRB.

Migdzy latami zaobserwowano istotny wzrost zarazenia pasozytami jelitowymi Capillaria (z
25,8% w 2011 do 59,6% w 2014) i Trichuris (z 0 do 13,4%). W 2014 u 7,6% osobnikéw
stwierdzono tasiemce, ktérych w badanej populacji nie zaobserwowano w 2011 r. Wsréd pasozytéw
krwi zaobserwowano spadek prewalencji 1 intensywnosci zarazenia Babesia sp. (28,8% w 2011,

9,7% w 2014) oraz Anaplasma/Mycoplasma sp. (odpowiednio 92,7% i 85%).

Tabela 1. Zmiennos¢ w badanych loci, Ssu oznaczaja markery mikrosatelitarne, monomorficzne locus Ssul7 nie zostato
uwzglednione w analizach. Ho — heterozygotyczno$¢ obserwowana, He - heterozygotycznos$¢ oczekiwana, p — istotnosé
odstepstwa od rownowagi Hardy'ego-Weinberga (z poprawka na wielokrotne por6wnania), R, — bogactwo alleli.

2011 2014

Locus n Ho He p Ra n Ho He p Ra

MHC DRB 6 0.5065 0.7851 <0.001 6.00 6 0.3585 0.2970 0.767 2.00
Ssul 4 0.3741 0.3776 1.000 3.07 4 0.7308 0.7797 0.906 6.00
Ssu3 2 0.1528 0.1533 1.000 2.00 2 0.2500 0.3480 0.024 3.97
Ssu5 3 0.1209 0.1525 0.249 2.97 3 0.2222 0.1997 1.000 2.00
Ssu? 2 0.4134 0.3924 1.000 2.00 2 0.1591 0.1711 0.904 3.00
Ssu8 5 0.5175 0.5098 0.995 4.93 5 0.3396 0.2846 0.934 2.00
Ssuls 3 0.0872 0.1086 0.393 2.50 2 0.3636 0.4052 0.916 5.00
Ssul6 4 0.4027 0.3724 0.034 2.80 2 0.0943 0.0907 1.000 2.00

Wykryto istotne zwigzki alleli z podatnoscia na infekcje. U osobnikéw z allelem Spsu-
DRB*01 intensywno$¢ zarazenia nicieniem Capillaria byta w 2014 pie¢ razy nizsza niz u
osobnikéw bez tego allelu. W 2011 zaleznoSci takiej nie zaobserwowano ze wzgledu na niski
odsetek zarazonych osobnikoéw. Frekwencja allelu Spsu-DRB*01 nieznacznie wzrosta miedzy
latami z 33,9 do 35,6%. Niezgodnie z przewidywaniami frekwencja allelu Spsu-DRB*07 wzrosta z
13,8 do 20,2%, a jego wystepowanie byto zwiazane z wyzszym ryzykiem zarazenia Babesia sp i
wyzsza liczba jaj Capillaria sp. w odchodach (Rycina 3).

Zmienno$¢ neutralna nie miata zwiazku z podatnoscia na infekcje. W celu wykluczenia
ewentualnego wptywu na obserwowane zwiazki alleli MHC z zarazeniem takich proceséw jak
nielosowe kojarzenie, przeprowadzono analiz¢ pokrewienstwa mig¢dzy osobnikami. Korzystajac z
markeréw neutralnych wyliczono wspétczynnik pokrewiefistwa i na jego podstawie, przyjmujac
jako kryterium r>0,2, wyrézniono w 2011 roku sze$¢ grup spokrewnionych osobnikéw 1 pigé
takich grup w 2014. Frekwencje alleli Spsu-DRB*01 i *07 byly podobne w tych grupach, nie
stwierdzono tez migdzy nimi réznic w zarazeniu, co dowodzi, ze obserwowane zwiazki alleli z
zarazeniem nie moga wynika¢ z nielosowego kojarzenia czy wyzszego zarazenia w niektorych

rodzinach.
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Rycina 3. Zwiazek wystgpowania alleli MHC DRB z podatnos$cia na infekcje oraz zmiany czgstosci alleli w czasie
(Zrédto: Biedrzycka i Kloch 2016)

Znaczenie wynikow

W niniejszej pracy opisano znaczny wzrost zarazenia pasozytami jelitowymi w zagrozonej,
izolowanej populacji susta peretkowanego. Do zmiany doszto w ciagu zaledwie trzech lat, chociaz
w poprzednich latach zarazenie utrzymywalo si¢ na statym, niskim poziomie (Kloch 2010,
Biedrzycka 1 in. 2011). Znaczne zmiany zarazenia nie sa typowe dla populacji dzikozyjacych
gryzoni (np. Bajer 1 in. 2005), a obserwowany wynik nie zgadzat si¢ z przypuszczeniami. Zgodnie z
modelem teoretycznym, do utrzymania si¢ w populacji pasozytéw o bezposrednim cyklu zyciowym
konieczne jest pewne progowe zageszczenie zywicieli. Znaczna redukcja liczebnosci zywicieli, do
ok. 50 osobnikéw w roku 2000, powinna spowodowac zanik pasozytow jelitowych w tej populacji,
a tymczasem zaobserwowano proces odwrotny. Zaproponowano nast¢pujace wyjasnienie: kiedy
liczebno$¢ sustow zaczeta rosnaé po zatamaniu w roku 2000, powoli rosto ryzyko zarazenia na
skutek wyzszego zageszczenia zywicieli i czgstszych kontaktéw miedzy nimi oraz kumulacji na
terenie kolonii odchodéw zawierajacych jaja — jaja nicieni sa odporne Srodowiskowo, moga sig
pozosta¢ infekcyjne przez kilka lat. Rezultat ten pokazuje, ze w przypadku izolowanych
populacji zagrozonych gatunkéw wzrost liczebno$ci moze prowadzi¢ — paradoksalnie — do
wiekszego narazenia na infekcje i dlatego wydaje si¢ zasadne, zeby w dzialaniach ochronnych
dotyczacych takich populacji rutynowo uwzglednia¢ monitorowanie infekcji.

Z modelem teoretycznym nie zgadzat si¢ spadek obserwowanych zarazeri pasozytem krwi
Babesia sp., ktory jest przenoszony przez wektory migdzy szerokim spektrum zywicieli, a wigc jego
transmisja pozostaje niezalezna od zageszczenia populacji sustow. Do wyjasnienia tej obserwacji
konieczne sa dalsze badania, mozliwe jednak, ze przyczyna byly zmiany zaggszczenia innych

zywicieli (np. nornikéw i1 myszy), albo spadek zageszczenia wektoréw ze wzgledu na zmiang
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warunkow Srodowiska (Mierzejewska i in. 2015).

Najwazniejszym wynikiem niniejszej pracy jest powiazanie zmian w liczebnoSci
pasozytow z frekwencja alleli MHC. W MHC nastapit istotny spadek heterozygotycznosci,
ktérego nie stwierdzono w loci neutralnych. Co wigcej, niezgodnie z przewidywniami, wzrosta tez
frekwencja alleli zwiazanych z podatnoscia na infekcje. Przyjmuje si¢, ze geny MHC ewoluuja pod
dziataniem doboru réwnowazacego — pasozyty przystosowuja si¢ do najczestszych genotypow
gospodarzy, przez co rzadkie allele zwiazane sa z odpornoscia, co skutkuje zmianami frekwencji
alleli w czasie. W tym kontekscie mozliwych jest kilka wyjasnien obserwowanych wynikéw. Po
pierwsze, modele pokazuja, ze proces usuwania szkodliwych ,,alleli podatnosci” jest bardzo wolny
(Apanius i in. 1997). Po drugie, allel Spsu-DRB*07 stwierdzany czgsciej u osobnikéw o wysokiej
liczbie jaj Capillaria sp. w odchodach, mégt zapewnia¢ odpornos$¢ na inne infekcje, ktérych w
niniejszej pracy nie analizowano. Jezeli zarazenie innym patogenem obnizalo dostosowanie
bardziej niz zarazenie Capillaria sp., wowczas powinien nastapi¢ wzrost frekwencji tego allelu, tak
jak zaobserwowano. Wreszcie mozliwy jest scenariusz, w ktorym allel ten umozliwial przezycie
mimo wysokiej intensywnosci infekcji. W rezultacie w populacji pozostaly mocno zarazone
osobniki z tym allelem, natomiast osobniki z innymi allelami nie przezyly infekcji o podobne;j
intensywnosci.

Niniejsza praca jest jednym z niewielu badan dynamiki zmian frekwencji alleli MHC
w czasie. Biorac pod uwage, ze susty rzadko zyja ponad 3 lata i wydaja jeden miot rocznie, wyniki
pokazuja, ze istotna zalezno$¢ migdzy allelami MHC a zarazeniem moze powsta¢ w ciggu zaledwie
kilku pokolen. Podkreslaja tym samym znaczenie zachowania zmiennosci w loci funkcjonalnych

dla gatunkéw zagrozonych.
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Wstep

Rola presji selekcyjnej ze strony pasozytow w ksztattowaniu zmiennoSci genetycznej w
populacjach zywicieli zostala wyczerpujaco zbadana w przypadku genéw MHC, natomiast
mechanizmy dziatajace na inne elementy uktadu odpornosciowego sa znacznie stabiej poznane. W
szczegblnosci niewiele wiadomo na temat elementéw odpornosci wrodzonej. Odpornos¢ wrodzona
stanowi ewolucyjnie starsza gataz ukladu odpornosciowego, zapewniajaca szybka, lecz mniej
specyficzna reakcje przeciwko patogenom niz oparta o przeciwciala odpowiedZ nabyta. Istotnym
elementem odpornosci wrodzonej sa receptory toll-podobne (TLR, toll-like receptor), ktore
uczestnicza w rozpoznawaniu konserwowanych motywow pochodzacych od patogenéw
jednokomérkowych (PAMP, pathogen-associated molecular patterns), takich jak np. glikoproteiny
budujace Sciang komorkowa bakterii. W badaniach klinicznych u czlowieka wykazano zwiazki
punktowych polimorfizméw (SNP) w genach TLR z podatnoscia na takie choroby, jak gruZlica,
cytomegalia, borelioza i zapalenie watroby typu C (przeglad w Skevaki i in. 2015). Ostatnie
badania potwierdzity wystgpowanie takich zaleznosci takze u dzikozyjacych ssakéw (Tschirren i in.
2013, Gavan i in. 2015), jednak prace te ograniczaly si¢ do pojedynczych loci.

Zgodnie z zasada Czerwonej Kroélowej, pasozyty przystosowuja si¢ do najczestszych
genotypéw gospodarza i w rezultacie wartoS¢ przystosowawcza takiego genotypu maleje w czasie.
Rzadkie allele z reguty ,,umykaja” pasozytom i przez to ich czgstoS¢ wzrasta do momentu, kiedy
pasozyty zaczna si¢ do nich przystosowywac. Skutkuje to zaleznym od czgstosci doborem
rownowazacym, ktéry — w tym konteks$cie — zostat potwierdzony w licznych pracach poswigconych
genom MHC (przeglad w: Piertney i1 Oliver 2006). W innych niz MHC elementach ukladu
odpornosciowego dobdr rownowazacy stwierdzono dotychczas jedynie u ludzi w TLRI, 6 1 10
(Ferrer-Admetlla i in. 2008) i w cytokinach u nornikéw (Turner i in. 2011). Zdecydowana
wigkszos¢ prac poswigconych ewolucji genéw TLR wykazata dobdr kierunkowy lub stabilizujacy:
dobdr pozytywny stwierdzono u naczelnych (Wlasiuk i Nachman 2010) i wsréd wybranych
taksonéw ssakéw (Areal i in. 2011), u ptakéw przewazal natomiast dobér stabilizujacy (Alcaide i
Edwards 2011). Slady doboru pozytywnego zidentyfikowano réwniez w TLR2 wsréd gryzoni, przy
czym obejmowal on tylko cze$S¢ sekwencji kodujaca fragment receptora odpowiedzialny za
wigzanie PAMP, podczas gdy pozostata cze¢s¢ sekwencji wykazywata raczej Slady doboru
oczyszczajacego (Tschirren i in. 2011). Poszczegdlne receptory w obrebie rodziny TLR réznig si¢
pod wzgledem prezentowanych motywéw (PAMP), ktére mozna podzieli¢ na czasteczki

pochodzenia bakteryjnego, wirusowego, lub pierwotniaczego. Wydaje si¢, ze TLR ,bakteryjne”
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ewoluuja szybciej i sa bardziej zmienne niz TLR ,,wirusowe”, co ttumaczy si¢ zmiennoscia i
tempem ewolucji prezentowanych przez nie motywow (Fornuskowa i in. 2013).

Brak doniesiern na temat doboru réwnowazacego w genach TLR moze wynika¢ z faktu, ze
cytowane wyzej prace opieraly si¢ przede wszystkim na poréwnaniach migdzygatunkowych, a wigc
obejmowaly duza skal¢ czasowa. W takiej skali wykrycie doboru réwnowazacego jest trudne,
poniewaz jest on maskowany przez inne procesy (Charlesworth 2006, Vitti 1 in. 2013). Celem
niniejszej pracy byto wigc zbadanie mechanizméw ksztaltujacych zmiennos¢ receptoréw TLR w
matej skali czasowej i przestrzennej. W tym celu wykorzystano dwie populacje nornicy rudej
roznigce si¢ pod wzgledem presji ze strony pasozytow, w ktérych wczesniej (Kloch 1 in. 2010)
wykazano lokalny charakter zaleznosci migdzy frekwencja alleli MHC DRB a intensywnoscia
zarazenia nicieniem A. tetraptera.

Opierajac si¢ na wczesniejszych pracach dotyczacych zmiennosci TLR2 spodziewano sig
znalez¢ zwiazek poszczegdlnych alleli z odpornoscia na infekcje, a takze spodziewano si¢ réznic w
poziomie zmiennoSci migdzy poszczegdlnymi loci. Zgodnie z hipoteza Fornuskowej 1 in. (2013)

oczekiwano réznic w tempie ewolucji migdzy TLR ,bakteryjnymi” i ,,wirusowymi”.

Wyniki

Za pomoca sekwencjonowania na platformie Illumina MiSeq uzyskano sekwencje siedmiu
amplikonow (TLR 1, 2, 4, 5, 6, 9) obejmujacych w sumie okoto 15kB. Amplikony obejmowaty od
niemal 50 do prawie 100% sekwencji kodujacych, co daje dobre odzwierciedlenie ogdlnej
zmiennoS$ci w tych genach. Wsréd sekwencji pochodzacych od 90 osobnikéw nornicy rudej
zidentyfikowano 177 punktowych polimorfizméw (SNP) i dwie delecje (2-bp w TLR 5 i 3-bp w
TLR4). Delecja w TLRS powodowatl przesunigcie ramki odczytu i powstanie przedwczesnego
kodonu stop w pozycji 379.

Badane loci r6znily si¢ znacznie pod wzgledem zmiennoSci, przy czym TLR ,,wirusowe”
(TLR7 i TLR9) odznaczaly si¢ z reguty nizsza zmienno$cia niz TLR ,bakteryjne”. Dla przyktadu,
w najbardziej zmiennych TLR1 i TLR2 stwierdzono ponad 20 miejsc polimorficznych na 1000bp
sekwencji, natomiast w najmniej zmiennym TLR 7 warto$¢ ta wynosita tylko 1,7 (Tabela 2).
Podobne réznice wystgpowaty pod wzgledem liczby alleli (haplotypow). Najwigcej haplotypow
stwierdzono w TLR2, najmniej (ponizej 10) w TLR7 i TLR9. Wszystkie loci oprécz TLR7
wykazywaly wysoka réznorodnos¢ haplotypéw, ktéra byla zblizona do 0,8, znacznie rdznice

wykazano natomiast w przypadku r6znorodnosci nukleotydowe;.
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Tabela 2. Podsumowanie zmienno$ci badanych loci. Podano dlugos$é zsekwencjonowanego fragmentu oraz procent,
jaki dlugos¢ amplikonu stanowila wzgledem catkowitej sekwencji kodujacej danego genu (%). S/1000bp — liczba
miejsc polimorficznych na 1000bp, h — liczba haplotypéw, Hd — réznorodnos$¢ haplotypéw, p — réznorodnosé
nukleotydowa w przeliczeniu na jedno miejsce (zasadg).

locus dtugosé (bp) % S/1000bp h Hd px10°
TLRI1 1126 47.2 21.31 16 0.851 5.67
TLR2 2351 99.9 24.25 32 0.804 3.80
TLR4 2162 86.3 9.71 16 0.771 1.25
TLRS 2260 86.3 17.3 19 0.837 3.28
TLR6 1234 51.0 16.21 12 0.811 4.43
TLR7 2948 93.6 1.7 6 0.347 0.13
TLR9 2962 95.8 3.71 9 0.753 1.14

Whnioskowanie o doborze dziatajacym na badane loci w malej skali czasowej moze opierac si¢
na dwoch rodzajach analiz: pierwsza sa testy neutralnosci, porownujace spektrum czegstosci alleli z
rozktadem oczekiwanym przy zatozeniu braku kierunkowych sil ewolucyjnych, druga opiera si¢
natomiast na wykazaniu istotnych statystycznie zaleznoSci mig¢dzy wystgpowaniem okreslonych
haplotypéw i podatnoscia na infekcje. W niniejszej pracy zastosowano obydwa te podejscia, dzigki
czemu uzyskane wyniki zyskaty ma sile.

W trzech loci (TLR4, 7 1 9) stwierdzono istotne odchylenie od rownowagi Hardego-Weinberga
(Tabela 3), przy czym w TLR4 stwierdzono nadmiar heterozygot, a w TLR7 1 9 nadmiar
homozygot. Test D Fu i Li, ktory jest znacznie mniej wrazliwy na procesy demograficzne niz test D
Tajimy, wykazal istotne odejscie od neutralnosci w TLR 2 i TLRS. Warto§¢ D>0 wskazuje na
nadmiar alleli Sredniej czgstosci, co sugeruje dobér rownowazacy. Z kolei w TLRO istotny wynik
testu McDonalda-Kreitmana wskazuje nadmiar podstawien synonimowych, co sugeruje dobor
oczyszczajacy. Dodatkowo obliczono statystyki D stosujac technike ,,przesuwanego okna” (sliding
window). Wybrano okno wielkosci 60bp i przesunigciu 20bp, co odpowiada Sredniej wielkoSci
motywow bogatych w leucyne (LRR, leucine-rich repreats), ktére buduja istotne funkcjonlanie
obszary biatka TLR czyli miejsca wchodzace w interakcje z PAMP lub innym elementami uktadu
odpornosciowego. W TLR1 1 TLR2 wykryto obszary z D>0 z p<0,05. Takie obszary znaleziono
rowniez w TLRS 1 TLR6, ale istotnos¢ statystyczna D byta wyzsza (0,05 <p <0,1).

Nadmiar alleli S$redniej czestosci, wskazany przez D>0, moze wynika¢ z doboru
rownowazacego, ale takze ze zmian wielkosci populacji. Wpltyw proceséw demograficznych
powinien by¢ jednakowo widoczny we wszystkich loci, natomiast w niniejszej pracy nie uzyskano
takiego obrazu. Ponadto wspoétczynnik Fst réznit si¢ znacznie migdzy loci TLR, przyjmujac

wartosci od 0,01 w TLR4, co wskazuje na swobodny przeptyw genéw, do ponad 0.3 w TLR9, co
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sugeruje izolacj¢ populacji. Jezeli frekwencja alleli TLR wynikataby z proceséw demograficznych,
wspotczynniki Fst w kazdym locus powinny by¢ podobne. Dla poréwnania, zréznicowanie w loci
neutralnych w tych samych populacjach wynosito 0,072, co wskazuje na umiarkowane
zréznicowanie populacji (Kloch i in. 2010). Rozbieznosci migdzy loci sugeruja, ze rdznice
frekwencji alleli genéw TLR w badanych populacjach przypisa¢ nalezy raczej dziataniu doboru niz
demografii 1 procesom neutralnym (Turner 1 in. 2012). Podobne zréznicowane struktury populacji w
strukturze populacji w loci neutralnych i TLR2 opisano u nornicy rudej w Szwecji i wynik ten
zinterpretowano jako skutek doboru ze strony pasozytéw (Tschirren i in. 2012).

Tabela 3. Wartosci wspotczynnikow Fst, wartos¢ p testu odchylenia od réwnowagi Hardego-Weinberga (HWE), oraz
warto$ci statystyk trzech testow neutralnosci: D Tajimy, D Fay i Li oraz warto§¢ NI testu McDonalda-Kreitmana.

Gwiazdkami oznaczono poziomy istotnosci: *** p<0.001, ** p<0.1, * p<0.05). Istotne wyniki wyszczegdlniono
thustym drukiem.

Testy neutralno$ci

o e b Tajimy Drog MeDomld
TLRI1 0.0998" 0.099 1.424 0.115 0.768
TLR2 0.0569" 0.784 -0.267 1.089" 1.469
TLR4 0.0166" 0.017 -0.744 -0.128 0.641
TLRS 0.1174™ 0.958 0.254 1.841° 1.070
TLR6 0.0662" 0.410 1.331 1.297 0.609
TLR7 0.1069" <0.001 -1.118 -0.136 2.193
TLRO 0.3833" 0.027 1.813 0.678 0.138"

Wykorzystujac ogélnione modele liniowe (GLM) wykryto istotny zwiazek wystgpowania
haplotypow TLRI1*aal0 1 TLRS5*aa02 z podatnoScia na zarazenie Bartonella sp., bakteria
pasozytujaca w krwi. Poniewaz w tej czg¢Sci pracy wazna byta zmiennos¢ funkcjonalna receptoréow
TLR, do analiz uzyto alleli aminikowasowych zamiast sekwencji nukleotydowych. Nornice z
allelem TLR1*aal0 byly trzy razy czeSciej zarazone bakteriami Bartonella niz zwierzgta bez tego
allelu (33 vs 11,7%, %*=10,61, wartos¢ p z poprawka na wielokrotne poréwnania p=0,024),
podobnie — czgstsze infekcje stwierdzono u osobnikéw z allelem TLRS5*aa02 (41,2 vs. 26,8%,
x*=7,47, p z poprawka = 0,066). Co ciekawe, zwierzeta posiadajace allel TLR5*aa02 byty znacznie
rzadziej niz pozostale zarazone nicieniem A. tetraptera (5,8% vs. 27,7%, p=0,019), jednak wynik

ten nie byt istotny po zastosowaniu poprawki na wielokrotne poréwnania.
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Znaczenie wynikow

Zgodnie z przewidywaniami w niniejszej pracy stwierdzono réznice w zmiennoSci miedzy
badanymi loci, przy czym TLR prezentuyjace PAMP wirusowe odznaczaly si¢ nizszym
polimorfizmem niz pozostate loci. Wbrew wczesniejszym doniesieniom, w loci ,,bakteryjnych”
znaleziono §lady doboru réwnowazacego wynikajacego z presji ze strony pasozytow, co
potwierdzono stosujac dwa rodzaje analiz: testy neutralnosci i badanie zwigzkéw alleli z
zarazeniem.

Praca jest pierwszym doniesieniem pokazujacym, ze w dzikozyjacych populacjach
niezagrozonego, pospolitego gatunku dobdr réwnowazacy utrzymuje zmiennos$¢ genow TLR
stanowigcych element odpornosci wrodzonej. U ssakéw dobor rownowazacy w innych niz MHC
loci dotychczas opisano tylko u ludzi (Ferrer-Admetlla i in. 2008) oraz w populacjach, ktére
przeszly przez waskie gardlo, a wigc pozostaja pod silnym dziataniem dryfu i innych proceséw
demograficznych zmieniajacych frekwencj¢ alleli (Grueber et al. 2013, Quéméré i in. 2015).
Uzyskany w niniejszej pracy wynik odbiega od dotychczasowych rezultatow pokazujacych, ze geny
TLR pozostaja pod wptywem doboru stabilizujacego lub kierunkowego. Przyczyna tej rozbieznosci
jest skala prowadzonych badan: w duzej skali czasowej lub przestrzennej trudno jest wykry¢ dobér
rownowazacy z kilku powodéw. Po pierwsze, zmiennos$¢ pasozytow zalezy od rozpatrywanej skali
— w duzej skali geograficznej lokalne populacje zywicieli moga by¢ wystawione na dziatanie
innego spektrum gatunkowego pasozytow, podczas gdy w skali lokalnej w gr¢ wchodza
subtelniejsze réznice skutkujace doborem réwnowazacym np. réznice w antygenowosci pasozytow.
Po drugie, slady doboru réwnowazacego nie pozostaja w genomie widoczne przez dtugi czas , w
przeciwienstwie do doboru kierunkowego (Charlesworth 2006). Niniejsza praca podkresla wiec
znaczenie skali czasowej i przestrzennej skal¢ prowadzonych analiz dla wnioskowania o

charakterze doboru dzialajacego na geny odpornosci.

Podsumowanie

Moje osiagnigcie habilitacyjne poswigcone byto wyjasnieniu zaleznosci migdzy zmienna w czasie i
przestrzeni presja ze strony pasozytow a zmiennoscia gendw kodujacych elementy uktadu

odpornosciowego u dzikozyjacych ssakéw. Wykazatam, ze:

* W populacji nicieni stanowigcych najczgstsze pasozyty nornicy rudej proporcja pici jest

przechylona na stron¢ samic, oraz wystepuje nadreprezentacja infekcji ztozonych tylko z
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jednej plci. Zaproponowano mechanizm tlumaczacy to zjawisko, oparty na unikaniu
kojarzenia krewniaczego przez nicienie, dzigki czemu moga zachowaé wysoka zmiennos¢
zapewniajaca  potencjal  ewolucyjny umozliwiajacy powstawanie  przystosowan
pozwalajacych omina¢ mechanizmy obronne zywicieli zgodnie z dynamika Czerwonej

Krélowe;.

e Zarazenie pasozytami krwi, ale nie pasozytami jelitowymi, zmniejsza przezywalnos¢
zimowa u nornika pétnocnego, natomiast obecnos¢ allelu MHC zapewniajacego odpornosé
na zarazenie zwigksza szanse przezycia zimy. W pracy tej bezposrednio wykazatam, ze
wystepowanie alleli MHC zwiazanych z odpornoscia na infekcje ma znaczenie

przystosowawcze.

* W malych, izolowanych populacjach w krétkim czasie moze dojS¢ do znacznej zmiany
zarazenia pasozytami, czemu towarzyszy zmiana frekwencji alleli genéw odpornosci i
wyksztatcenie nowych zwiazkow migdzy wystgpowaniem alleli a zarazeniem. W ten spos6b

pokazatam znaczenie zmiennosci w loci odpornosci dla gatunkéw zagrozonych.

* Geny TLR, stanowiace element starszej ewolucyjnie niz MHC odpornosci wrodzone;j,
podobnie jak MHC podlegaja doborowi rownowazacemu ze strony pasozytéw, jednak efekt

ten jest dobrze widoczny w matej skali przestrzennej i czasowej.
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Poza publikacjami wchodzacymi w sktad osiagnigcia habilitacyjnego, jestem wspétautorem 11 prac
oryginalnych, ktére oméwiono ponizej z podziatem na zakresy tematyczne. Gwiazdka oznaczono
prace, w ktérych pelnitam rolg autora korespondencyjnego.

sumaryczny IF: 25,179

liczba punktéw MNISW: 320
liczba cytowan: 280

Ewolucja gendw gtéwnego uktadu zgodnoséci tkankowej (MHC)

1. Biedrzycka A, Kloch A., Buczek M, Radwan J. 2011. Major histocompatibility complex
DRB genes and blood parasite loads in fragmented population of the spotted suslik
Spermophilus suslicus. Mammalian Biology 76: 672-677.

Publikacja zawierata material z rozprawy doktorskie;j.

2. Kloch A., Babik W., Bajer A., Siiski E., Radwan J. 2010. Effects of an MHC-DRB
genotype and allele number on the load of gut parasites in the bank vole Myodes glareolus.
Molecular Ecology 19 (Suppl. 1), 255-265.

Publikacja zawierata material z rozprawy doktorskie;j.

3. RadwanJ., Tkacz A., Kloch A. 2008. MHC and preference for male odour in the bank vole.
Ethology, 114: 827-833

Geny giéwnego uktadu zgodnosci tkankowej naleza do najbardziej zmiennych loci
kregowcow, a przyczyna tak wysokiego polimorfizmu wydaje si¢ presja ewolucyjna ze strony
pasozytow. W ramach doktoratu zajmowalam si¢ badaniami zwigzkéw genotypu MHC z
podatnoscia na zarazenie pasozytami u dzikozyjacych gryzoni: nornicy rudej oraz susta
peretkowanego. Nornica ruda jest gatunkiem wystgpujacym powszechnie, w przeciwienstwie do
zagrozonego susta zyjacego w silnie izolowanych populacjach. Wyniki dotyczace nornicy rudej
opublikowano w pracy Kloch et al. (2010). Gtéwnym osiagnigciem bylo wykazanie, ze zaleznosci
mig¢dzy genotypem MHC a podatnoscia na infekcje maja charakter lokalny — allel zwiazany w
jednej populacji z mniejsza intensywnoscig zarazenia nicieniem A. fetraptera w innej wystgpowat
czeSciej u osobnikow silnie zarazonych. Pokazuje to, ze koewolucja pasozyt-zywiciel nie jest

procesem globalnym, ale jest ksztaltowana przez lokalne uwarunkowania.
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Geny MHC sa wykorzystywane w biologii konserwatorskiej jako marker potencjalnej
zdolnosci zagrozonego gatunku do zwalczania infekcji, co ma istotne znaczenie przy okreslaniu
kondycji zagrozonego gatunku i planowaniu dziatann ochronnych. W pracy Biedrzycka i in. 2011
okreslono zwiazki migdzy polimorfizmem w genach MHC a podatnoscia na pasozyty w czterech
populacjach susta z krarica zasiegu tego gatunku. Zaden z badanych alleli nie wptywat istotnie na
ryzyko infekcji, ale wykryto staby zwiazek pomigdzy osobnicza heterozygotycznoScia w loci
neutralnych a intensywnoscia infekcji jednokomoérkowymi pasozytami Cryptosporidium 1
Haemobartonella. Chociaz w pracy nie udato si¢ wykazaé bezposredniego zwigzku pomigdzy utrata
zmiennoSci w locus MHC a podatnos$cia na pasozyty, przedstawiono szereg dowodéw posrednich
wskazujacych, ze niska zmienno$¢ genetyczna u tego gatunku moze przyczyniaé si¢ do jego
zwigkszonej wrazliwos$ci na zarazenie patogenami.

W czasie studiéow doktoranckich uczestniczytam réwniez w projekcie poSwigconym wyborowi
partnera w oparciu o MHC u nornic, czego rezultatem byta publikacja Radwan i in. 2008. Samice w
estrus umieszczano w labiryncie Y, w ktérego ramionach znajdowal si¢ zapach od dwoéch
niespokrewnionych samcoéw. Stwierdzono, ze samice wigcej czasu spedzaly z zapachem samca

niepodobnego pod wzgledem MHC niz takiego, z ktorym mialy wspélne allele.

Zmiennos$¢ genetyczna wybranych grup pasozytéw

1. Kloch A*, Mierzejewska EJ, Karbowiak G, Slivinska K, Alsarraf M, Rodo A, Kowalec M,
Dwuznik D, Bajer A. 2017. Origin of recently emerged foci of the tick Dermacentor

reticulatus in central Europe inferred from molecular markers. Veterinary Parasitology 15:
63-69

2. Biedrzycka A, Kloch A*, Migalska M, Bielariski W. 2013. Molecular characterization of

putative Hepatozoon sp. from sedge warbler (Acrocephalus schoenobaenus). Parasitology
140, 695-698.

W pracy Kloch i in. 2017 zajmowalam si¢ filogeografia kleszcza takowego Dermacentor
reticulatus, ktory jest wektorem groznego dla pséw pasozyta Babesia canis. Wystgpowanie tego
kleszcza w Europie obejmuje dwa obszary wystgpowania, wschodni i zachodni. Rozdziela je obszar
wolny od kleszczy, ktory przebiega przez Srodkowa Polske. W pracy poréwnano zmiennos¢
kleszczy ze wschodniego i zachodniego zasiggu i stwierdzono znacznie podobieristwo migdzy
zwierzgtami w obrebie kraju, natomiast znaczne migdzy Polska a Niemcami. Wyniki sugeruja, ze za
migracje kleszczy w znacznej mierze zwigzana jest mobilnos¢ pséw ze swoimi wiascicielami, a nie

naturalne procesy dyspers;ji.
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W pracy Biedrzycka i in. 2008 przeprowadzilam analiz¢ filogenetyczna wystepujacego u
wodniczki pasozyta krwi, opisywanego wczesniej jako Hepatozoon kabeeni. Pasozyty wyizolowane
z krwi rokitniczki nie wykazaly podobienistwa do zadnego gatunku Hepatozoon, a poszczegdlne
haplotypy wykazaly znaczne podobienstwo do rodzaju Lankesterella oraz kladu ztozonego z
rodzajéw Caryospora i Eimeria. Uzyskane wyniki potwierdzity wczesniejsze sugestie, ze pozycja
systematyczna ptasich pasozytéw klasyfikowanych wczesniej jako Hepatozoon powinna zostaé

zweryfikowana.

Ekologia pasozytdéw u dzikozyjacych zywicieli
1. Alsarraf M, Bednarska M, Mohallal EME, Mierzejewska EJ, Behnke-Borowczyk J, Zalat S,
Gilbert F, Welc-Falgciak R, Kloch A, Behnke JM, Bajer A. 2016. Long-term spatiotemporal

stability and dynamic changes in the haemoparasite community of spiny mice (Acomys

dimidiatus) in four montane wadis in the St. Katherine Protectorate, Sinai, Egypt. Parasites
and Vectors 9: 195

2. Kloch A*, Bajer A. 2012. Natural infection with Cryptosporidium in the endangered spotted
souslik (Spermophilus suslicus). Acta Parasitologica 71:13-19

3. Kloch A.*, Bednarska M., Bajer A. 2005. Intestinal macro- and microparasites of wolf
(Canis lupus L.) in north-eastern Poland recovered by coprological study. Annals of
Agricultural and Environmental Medicine 12: 237-245

4. Kloch A., Bajer A. 2003. Helminty jelitowe wilkéw (Canis lupus) z poludniowej czgsci
Pojezierza Mazurskiego: badanie koproskopowe. Wiadomosci Parazytologiczne 49 (3): 301-
305

Prezentowane prace poswigcone byty analizie wystgpowania pasozytéw u réznych gatunkéw
dzikozyjacych zywicieli. U kolcomyszy arabskiej (Alsarraf i in. 2017) w prébach zebranych na
przestrzeni wielu lat stwierdzono wysokie zarazenie (75%) pasozytami krwi, wykazujace znaczne
roznice migdzy latami 1 powierzchniami badawczymi. U susta (Kloch 1 Bajer 2012)
przeanalizowano zarazenie pierwotniakiem jelitowym Cryptosporidium, ktérego stwierdzono u
35% zwierzat z czterech populacji ze skraju zasiggu. Znacznie wyzsze zarazenie wystepowato w
populacjach zamieszkujacych pastwiska, co wskazuje na mozliwa droge transmisji od bydfa

Dwie prace poswigcone wilkom (Kloch i in. 2005, Kloch i Bajer 2003) stanowity jeden z
pierwszych w Polsce opiséw wystgpowania pasozytow jelitowych w odchodach wilkéw z NE
Polski. Pasozyty stwierdzono w wigkszosci analizowanych odchodéw, przy czym stwierdzono

znaczne réznice w zarazeniu i skladzie gatunkowym pasozytéw migdzy watahami. Wsréd
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zidentyfikowanych nicieni wystgpowaly potencjalnie niebezpieczne dla czlowieka nicienie
Toxocara canis, co biorac pod uwage znaczne rozmiary terytorium zajmowanego przez jedna

watahe wskazuje na mozliwa znaczng role wilkOw w rozprzestrzenianiu tych pasozytow.

Ekologia drapieznikéw

1. Jedrzejewski W, Niedziatkowska M, Hayward MW, Goszczynski J, Jedrzejewska B,
Borowik T, Bartonn KA, Nowak S, Harmuszkiewicz J, Juszczyk A, Katamarz T, Kloch A,
Koniuch J, Kotiuk K, Mystajek RW, Nedzyniska M, Olczyk A, Teleon M, Wojtulewicz M.
2012. Prey choice and diet of wolves related to ungulate communities and wolf
subpopulation in Poland. Journal of Mammalogy, 93(6):1480-1492

W publikacji wykorzystano material stanowiacy podstawe mojej pracy magisterskie;j.

Wilki na nizinach w Polsce mozna podzieli¢ na trzy odrgbne genetycznie grupy, ktére nie
krzyzuja si¢ ze soba mimo braku fizycznych barier. W pracy przeanalizowano réznice w diecie tych
trzech grup w kontekscie lokalnych réznic w skladzie gatunkowym dostgpnych ofiar, w
szczegblnosci kopytnych. We wszystkich grupach wilki wykazywaly preferencj¢ wobec jeleni,
unikaty dzikéw, natomiast sarny byty zabijane proporcjonalnie do ich liczebnosci. Wykazano takze
preferencje wzgledem wigkszych ofiar. Stwierdzono réznice w skladzie diety migdzy odrgbnymi
genetycznie subpopulacjami wilkow, mimo niewielkich réznic w sktadzie gatunkowym kopytnych
na tych terenach. W Polsce pétnocno-wschodniej wilki polowaty na jelenie, a takze sarny, dziki,
bobry i tosie. We wschodniej Polsce w diecie dominowaty sarny, natomiast w Polsce poludniowo-
wschodniej zaobserwowano wysoka selektywnos¢ wobec jeleni. Wyniki wskazuja, ze podzial

populacji pod wzgledem genetycznym moze by¢ skutkiem specjalizacji pokarmowe;.

Ekologia ptakéw terendw rolniczych

1. Sanderson F.J., Kloch A., Sachanowicz K., Donald P.F. 2008. Predicting the effects of
agricultural change on farmland bird populations in Poland. Agriculture, Ecosystems and
Environment 129: 37-42

Praca powstata w ramach badaii prowadzonych w Ogdlnopolskim Towarzystwie Ochrony
Ptakéw i dotyczyla prognozowania zmian sktadu awifauny terenéw rolniczych w kontekscie

przystapienia Polski do Unii Europejskiej. W Europie zachodniej, na skutek intensyfikacji rolnictwa
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zwigzanej migdzy innymi z wdrozeniem Wspdélnej Polityki Rolnej, zaobserwowanb istotny spadek
réznorodnosci gatunkowej ptakéw zwiazanych z terenami rolnymi. Celem pracy bylo opracowanie
narzedzi statystycznych, pozwalajacych na prognozowanie, w jakim stopniu intensyfikacja
rolnictwa zagraza ptakom terenéw rolnych na terenie Polski. W tym celu poréwnano bogactwo
gatunkowe w 180 kwadratach o powierzchni 1km? zlokalizowanych w sze$ciu regionach kraju
réznigcych si¢ pod wzgledem intensywnosci i sposobu uprawy ziemi. Zmienng Srodowiskowa o
najsilniejszym wptywie na réznorodno$¢ gatunkowa byta dtugos¢ granicy laséw graniczacych z
terenami uprawnymi. Najwigcej gatunkéw ptakéw terenéw rolnych stwierdzano na powierzchniach,
gdzie uprawy zbdéz stanowily ok. 30% powierzchni. Wyniki pokazaty, ze dla zachowania
r6znorodnosci gatunkowej ptakéw istotny jest mozaikowy krajobraz oraz unikanie upraw

wielkopowierzchniowych.
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