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2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i roku
ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

Tytul magistra biologii -Uniwersytet Gdanski, Wydziat Biologii, Geografii i Oceanologii,
1992. Tytul pracy magisterskiej - ,,Badanie roli biatek LO 1 AP w replikacji plazmidéw Adv w
mutancie Escherichia coli dnaA46”.

Stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biologii - Uniwersytet Gdanski, Wydziat
Biologii, Geografii i Oceanologii, 2000. Tytut rozprawy doktorskiej — ,,Zréznicowanie 1
transmisja mitochondrialnego DNA w populacjach omutka Mytilus trossulus z polskiego
wybrzeza”.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/
artystycznych.

1993 — 2000: asystent, Centrum Biologii Morza, Polskiej Akademii Nauk, Laboratorium
Genetyki.

2001 - 2002: adiunkt, Centrum Biologii Morza, Polskiej Akademii Nauk, Laboratorium
Genetyki.

2002 - 2011: adiunkt, Instytut Oceanologii Polskiej Akademii Nauk, Zaktad Genetyki 1
Biotechnologii Morskie;j.

2011 — do chwili obecnej: asystent, Instytut Oceanologii Polskiej Akademii Nauk, Zaktad
Genetyki 1 Biotechnologii Morskie;.

4. Wskazanie osiagni¢cia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.

U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

a) tytul osiaggniecia naukowego/artystycznego,
Wplyw hybrydyzacji 1 introgresji na strukture genetyczng omutka Mytilus trossulus

b) (autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa),

1. Zbawicka M., Burzynski A., Wenne R. 2007. Complete sequences of mitochondrial
genomes from the Baltic mussel Mytilus trossulus. Gene 406: 191-198

Liczba cytowan wedlug WoS: 24 (MNiSW — 20pkt, IF 2007 =2.871)



2. Zbawicka M., Burzynski A., Skibinski D., Wenne R. 2010. Scottish Mytilus trossulus
mussels retain ancestral mitochondrial DNA: Complete sequences of male and female
mtDNA genomes. Gene, 456: 45-53

Liczba cytowan wedtug WoS: 19 (MNiSW — 20pkt, IF 2010 = 2.266)

3. Zbawicka M., Wenne R. Burzynski A. 2014. Mitogenomics of recombinant mitochondrial
genomes of Baltic Sea Mytilus mussels. Molecular Genetics and Genomics, 289: 1275-
1287 DOI 10.1007/s00438-014-0888-3

(MNiSW — 25pkt, IF 2014 = 2.831)

4. Zbawicka M., Drywa A., Smietanka B., Wenne R. 2012. Identification and validation of
novel SNP markers in European populations of marine Mytilus mussels. Marine Biology,
159:1347-1362

Liczba cytowan wedtug WoS: 5 (MNiSW — 35pkt, IF 2012 = 2.468)

5. Zbawicka M., Sanko T., Strand J., Wenne R. 2014. New SNP markers reveal largely
concordant clinal variation across the hybrid zone between Mytilus spp. in the Baltic Sea.
Aquatic Biology 21:25-36

Liczba cytowan wedtug WoS: 1 (MNiSW — 25pkt, IF 2014 = 1.118)

C) omoéwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikéw
wraz z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Celem powyzszych publikacji bylo poszerzenie naszej wiedzy na temat wptywu hybrydyzacji
1 introgresji na struktur¢ genetyczng omutka Mytilus trossulus. Hybrydyzacja jest zjawiskiem
polegajacym ona na przetamaniu bariery rozrodczej 1 kojarzeniu osobnikow réznych gatunkow,
co umozliwia przepltyw genow z jednej puli genowej do drugiej na drodze introgresji.

Matze z rodzaju Mytilus sa szeroko rozpowszechnione na pdinocnej i potudniowej
potkuli (Borsa i wsp., 2007; Gerard 1 wsp., 2008). Sa one bentosowymi mieszkancami wod
morskich. Matze Mytilus s3 waznym elementem przybrzeznych ekosystemow. Europejskie
populacje Mytilus sa reprezentowane przez M. galloprovincialis, M. edulis 1 M. trossulus. M.
trossulus pochodzi z Pacyfiku i skolonizowat pétnocny Atlantyk okoto 3,5 miliona lat temu, po
otwarciu Cie$niny Beringa. To wydarzenie doprowadzilo do powstania M. edulis 1 M.
galloprovincialis (Riginos 1 Cunningham, 2005). Ci sami autorzy wykazali, ze w Europie, M.
trossulus skolonizowat tylko Morze Battyckie. M. edulis wystgpuje w poOtnocnej czesci
Atlantyku i w morzach europejskich, natomiast M. galloprovincialis jest rozpowszechniony w

Europie Zachodniej, gtéwnie w Morzu Srodziemnym, Morzu Czarnym i wzdtuz atlantyckiego



wybrzeza Europy Zachodniej wiaczajagc Wyspy Brytyjskie 1 Orkady. Wszystkie trzy taksony
Mpytilus hybrydyzuja ze soba w miejscach, gdzie si¢ kontaktuja (Gosling, 1992; Bierne i wsp.,
2003a). Strefy hybrydowe M. trossulus 1 M. edulis sa zlokalizowane w cie$ninach dunskich
oddzielajacych Battyk i Morze Potnocne oraz w Ameryce Potnocnej (Vaindla 1 Hvilsom, 1991;
Riginos i Cunningham, 2005).

Morskie matze Mytilus posiadaja niezwykly system dziedziczenia mitochondrialnego
DNA, nazywany dziedziczeniem podwdjnie uniparentalnym (DUI). Zenski typ (F), obecny u
samic 1 samcow, jest przekazywany do calego potomstwa, natomiast meski typ (M), obecny
niemal wyltgcznie u heteroplazmatycznych samcow jest transmitowany tylko do synow (Zouros
1 wsp., 1994;. Skibinski i wsp., 1994). Te dwa genomy sa zwykle bardzo zr6znicowane na
poziomie sekwencji DNA, r6znice si¢gaja okoto 30%. Czasami genom M moze by¢ zastgpiony
przez F w procesie maskulinizacji, w konsekwencji r6znica migedzy genomami F i M moze by¢
zredukowana. Badanie zagadnien zwigzanych z DUI i maskulinizacja byto jednym z gtéwnych
tematow badan w naszym laboratorium, w ktérych bratam udziat.

Moje zainteresowanie strukturg genetyczng malzy M. trossulus si¢gaja czasOw mojej
rozprawy doktorskiej, ktora dotyczyla zréznicowania i transmisji mitochondrialnego DNA w
populacjach omutka M. trossulus z polskiego wybrzeza Balttyku. Wyniki moich badan
wskazywatly na obecno$¢ dwoch bliskich filogenetycznie genoméw: zenskiego 1 meskiego oraz
wystepowanie wariantow dlugosci zidentyfikowanych w gléownym rejonie niekodujagcym (CR)
(Zbawicka 1 wsp., 2003a, b). U baltyckich malzy mamy do czynienia ze zjawiskiem
maskulinizacji (Wenne 1 Skibinski, 1995). W populacjach baltyckich obydwa oryginalne
genomy mitochondrialne F 1 M pochodzace z M. trossulus zostaly zastapione, na drodze
introgresji przez mtDNA M. edulis, 1 s3 podobne do genomu F pochodzacego od M. edulis, a
nie do natywnego genomu M. trossulus. Genomy M o znacznej dywergencji rzadko wystgpuja
w battyckich malzach. Natomiast opisano wystgpowanie rekombinacji pomigdzy genomami F
i M (Burzynski i wsp., 2003, 2006).

Kontynuujac prace na battyckich matzach, zgromadzitam probe omutkow z Zatoki
Gdanskiej, okreslitam pte¢ oraz wyizolowatam DNA z pojedynczych osobnikéw. Uzytam trzy
markery jadrowego DNA do identyfikacji taksonu. Marker biatka adhezyjnego (Mel5/16) byt
diagnostyczny dla trzech taksonéw M. edulis, M. trossulus i M. galloprovincialis (Inoue 1 wsp.,
1995). Drugi marker, migedzygenowy rejon niekodujacy rRNA (ITS), zlokalizowany pomigdzy
genami 18S 1 28S rRNA, wykrywany poprzez trawienie enzymem restrykcyjnym Hhal,
réznicowal M. trossulus od innych grup taksonomicznych Mytilus (Heath 1 wsp., 1995). Ostatni
z uzytych markerow, Efbis, intron czynnika wydtuzenia 1a, byl diagnostyczny dla wszystkich
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trzech grup taksonomicznych (Bierne 1 wsp., 2003b; Kijewski 1 wsp., 2006). Wszystkie badane

osobniki wykazaty mieszany sktad markeréw M. edulis i M. trossulus.

Glownym tematem mojej pierwszej pracy sktadajacej si¢ na osiggnigcie naukowe byto
poznanie pelnych sekwencji mtDNA pochodzacych z dwoch battyckich omultkéw. Do
zsekwencjonowania catych czasteczek mitochondrialnych wybratam dwa haplotypy mtDNA
posiadajagce niezrekombinowany CR. Wybdér oparlam na wynikach sekwencjonowania
gléwnego rejonu niekodujacego dla proby matzy, uzyskanych w naszym laboratorium podczas
wcezesniejszych badan (Burzynski i wsp., 2006). Pierwszy haplotyp pochodzit z zenskich
komorek rozrodczych (F - haplotyp 3a) i posiadat niewielka duplikacje w srodkowej czesci
pierwszej zmiennej domeny (VD1) zlokalizowanej w CR. Drugi haplotyp pochodzit z me¢skich
komorek rozrodczych (M — 1b) i okazatl si¢ typowym genomem M charakterystycznym dla
omutkow M. edulis. Podczas moich prac stwierdzitam, ze obydwa genomy posiadaja taki sam
sktad genow charakterystycznych dla metazoa, maja podobny sktad nukleotydow, ale réznica
w ich sekwencji wynosi 24%. Zauwazytam, ze najwigksze réznice wystepuja w rejonie VDI.
Zsekwencjonowany przeze mnie genom F byt dtuzszy o 147 par zasad od genomu M i
wiekszos¢ tych roznic byla zlokalizowana w rejonie VD1. Przeprowadzilam rowniez badania
obu genomoéw w kontekscie rekombinacji, w nawigzaniu do prac prowadzonych wczes$niej w
naszym laboratorium. Wykazatam brak rekombinacji w catych czasteczkach mtDNA obu
badanych wariantéw. Stwierdzitam duze podobienstwo pomigedzy genomem M, Battyckiego M.
trossulus 1 genomem M, M. edulis. Na podstawie otrzymanych wynikow wywnioskowatam, ze
nastgpifa introgresja genomu M pochodzacego z populacji M. edulis z Morza Potnocnego,
podobnie jak genomu F, do populacji M. trossulus w potudniowym Baltyku. Obserwowatam
zaskakujaco niska (K=0.005-0.007) dywergencj¢ pomiedzy genomami F Baltyckiego M.
trossulus, M. edulis 1 M. galloprovincialis. Te niewielkie roznice wskazuja na to, ze wszystkie
trzy genomy F s3 blisko spokrewnione z haplotypem M. edulis. Przeprowadzilam takze
doswiadczenia majace na celu wykrycie obecnosci jadrowych  pseudogendw
mitochondrialnych (numts), ktorych wystgpowanie potwierdzono u wielu przedstawicieli
eukariota. Celem mojej pracy byla weryfikacja hipotezy, ze obserwowana heteroplazmia
wariantow mitochondrialnego DNA nie pochodzi z jadrowego DNA. Po przeprowadzeniu
eksperymentow hybrydyzacji z uzyciem sond komplementarnych do wybranych fragmentow
mtDNA Baltyckiego M. trossulus, nie wykrytam jadrowych pseudogenéw mitochondrialnych.

Wyniki przedstawionych powyzej badan dotyczacych sekwencjonowania dwoch catych



genomow mtDNA oraz identyfikacji taksonu Baltyckich malzy zostaly opisanie w pierwszej

publikacji [1].

Poczatkowo sadzono, ze po inwazji malzy z Pacyfiku do Atlantyku, M. trossulus
skolonizowat tylko kanadyjskie wybrzeza Atlantyku oraz w Europie Morze Battyckie. Czyste
gatunkowo matze M. trossulus oprocz populacji Pacyficznych zostaty znalezione w Atlantyku
tylko w populacjach Amerykanskich (Riginos i Cunningham, 2005). Beamont i wsp., (2008)
odkryli wystepowanie malzy M. trossulus na zachodnich wybrzezach Szkocji. Genom F M.
trossulus z Polnocnej Ameryki zostat catkowicie zsekwencjonowany przez Breton i wsp.,
(2006) i charakteryzowat si¢ wystgpowaniem sekwencji zarowno podobnych do genomu M jak
i genomu F w CR. Dotychczas znane byty tylko sekwencje trzech fragmentow genomu M
pochodzacego z Amerykanskich populacji M. trossulus. Jeden z nich obejmowat fragment genu
lrrna, caty CR oraz fragment kodujacy cob (Cao 1 wsp., 2009). Dwa kolejne obejmowaty czesci
genoéw kodujacych pierwsza i trzecia podjednostke oksydazy cytochromowej cox! i cox3
(Riginos i wsp., 2004). Kompletne sekwencje mtDNA genomdéw F i M pochodzacych z
Baltyckiego omutka M. trossulus zaprezentowane we wczesniejszej pracy [1] charakteryzowaty
si¢ matg odleglo$cia genetyczng w stosunku do genoméw F i M M. edulis. Wskazywato to na
ich pochodzenie od M. edulis poprzez niedawng introgresj¢ (Kijewski i wsp., 2006).

Kontynuujac swojg prace na temat mtDNA M. trossulus chcialam odpowiedzie¢ na
pytanie, czy M. trossulus zidentyfikowany w Loch Etive w Szkocji w pracy Beaumont 1 wsp.,
(2008) na podstawie jadrowego DNA, pochodzi z Ameryki Potnocnej czy z populacji
battyckich. Pobralam probe Mytilus spp. w Loch Etive skladajaca si¢ z dojrzatych rozrodczo
matzy, okreslitam ich ple¢ 1 wyizolowalam DNA z gamet. Przy pomocy trzech wcze$niej
uzywanych markeréw jadrowych [1] wykazalam mieszane pochodzenie tej populacji.
Zaobserwowatam wysoka frekwencje matzy majacych markery diagnostyczne M. trossulus,
oraz 11% heterozygot lub matzy posiadajacych posrednig wartos¢ indeksu hybrydowego. Na
podstawie struktury genetycznej badanej populacji dosztam do wniosku, ze hybrydyzacja
malzy w Loch Etive jest na etapie posrednim w poréwnaniu do potnocnoamerykanskich
populacji, gdzie nie ma hybrydyzacji i populacji baltyckich, gdzie zaszta rozbudowana
introgresja. Moje wyniki wskazujg na osobng inwazje poéinocnoamerykanskich matzy M.
trossulus w Szkocji 1 w Morzu Battyckim.

W trakcie badan, ktore sktadaja si¢ na publikacje [2] uzyskalam petne sekwencje trzech
genomow mtDNA M. trossulus (jeden genom F i dwa M). Poréwnujac wyniki do znanych

sekwencji M. trossulus, wykazatam bardzo duze podobienstwo genomow mtDNA ze Szkocji



do genomow M. trossulus z Ameryki Potnocnej, oraz duze zrdéznicowanie w stosunku do
Baltyckich genomoéw. Moja praca byta pierwszym doniesieniem o wystgpowaniu natywnych
genomow mtDNA M. trossulus w Europie, dodatkowo opublikowatam pierwsza kompletna
sekwencje natywnego genomu M, pochodzacego od pierwotnego M. trossulus. Potwierdzitam
obecno$¢ podwojnie uniparentalnego dziedziczenia mtDNA w populacji ze Szkocji.
Wykazatam, ze dywergencja w sekwencji nukleotydow pomigdzy genomami F i M wynosi
26%, podobnie jak to jest w typowych genomach F i M innych przedstawicieli Mytilus.
Zaobserwowatam tez podobny do zsekwencjonowanych dotychczas mtDNA genomow
Mpytilus, uktad genow. R6znica pomigedzy dwoma genomami M wynosita 960 par zasad i byta
spowodowana duplikacja w CR. Tego rodzaju duplikacja nie byta dotad obserwowana w
populacjach M. trossulus z Ameryki Polnocnej (Cao i wsp., 2009). Wyniki badan dotyczace
malzy z Loch Etive w Szkocji, gdzie stwierdzono obecno$¢ pierwotnego mtDNA M. trossulus
w Europie zostaty przedstawione w publikacji [2].

W nastepnych latach kontynuowatam prace nad Baltyckim omutkiem dotyczace
hybrydyzacji i introgresji. W publikacji [3] przedstawitam kompletne sekwencje
reprezentatywnego zestawu, sktadajacego si¢ z 11 genomdéw mitochondrialnych battyckiego
omutka M. trossulus. Wsrdd zsekwencjonowanych przeze mnie haplotypow, jeden byl bardzo
podobny do natywnego genomu mitochondrialnego M. trossulus, dotad uwazanego za
catkowicie wyeliminowany z tej populacji. Stwierdzilam, ze jest to genom F posiadajacy
zrekombinowang strukture oraz liczne i1 dlugie powtorzenia w CR, trzy razy dluzsze niz w
odpowiadajacych im genomach ze Szkocji [2] i Kanady (Breton i wsp., 2006). Po
przeprowadzeniu analizy filogenetycznej 1 porownawcze] wszystkich zsekwencjonowanych
genomoOw okazato si¢, ze rekombinacja jest ograniczona tylko do okolic gtownego rejonu
niekodujacego. Po przeprowadzeniu analizy poréwnawczej sekwencji kodujacych
dowiedliémy, ze wszystkie genomy dziedziczone w linii meskiej wykazuja zwigkszong
kumulacje podstawien niesynonimicznych, dotyczy to takze tych genomoéw ktore dopiero od
niedawna sg dziedziczone w ten sposob. Dodatkowo, poréwnujac cate genomy mtDNA Mytilus
mozna stwierdzi¢, ze zjawisko rekombinacji poprzedza maskulinizacj¢ genomu F i genomy
posiadajace w CR fragment podobny do genomu M ulegaja preferencyjnie maskulinizacji.
Jednak obserwowalam rowniez zmaskulinizowane genomy nieposiadajagce sekwencji
odpowiadajacej genomowi M, co sugeruje istnienie innych czynnikow warunkujacych sposob
dziedziczenia niz rozpoznawanie poszczegdlnych sekwencji w obrebie rejonu niekodujacego.

Migdzygatunkowa hybrydyzacja w Morzu Battyckim spowodowata niezgodno$¢
cytonuklearng, charakteryzujaca si¢ prawie wylaczng obecno$cia mtDNA M. edulis w
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battyckich matzach Mytilus oraz tto jadrowe zdominowane przez M. trossulus [5]. Zjawisko to
w konsekwencji stworzyto warunki zarowno strukturalnej jak i ewolucyjnej niestabilno$ci
mitochondrialnego DNA. Efektem tej sytuacji, obserwowanej w mojej pracy sg unikalne cechy
hybrydowej populacji malzy Mytilus z Morza Baltyckiego, takie jak wysoki poziom
rekombinacji, maskulinizacji, heteroplazmii, wystepowanie wariantow dlugosci i rearanzacje
strukturalne w obrebie mtDNA.

Taksony Mytilus sa nierozrdznialne morfologicznie w Europejskich wodach, moze to
by¢ adaptacjag muszli do zycia w r6znych warunkach srodowiska, w skali makrogeograficznej,
lokalizacja wywiera wigkszy wptyw niz genotyp (Gardner i Thompson, 2009). Poczatkowo do
definiowania taksonow uzywano allozyméw oraz kilka diagnostycznych markeréow jadrowych,
ale ich liczba byta ograniczona i czesto dawaty sprzeczne wyniki, w szczegdlnosci w rejonach
o znanej lub potencjalnie wystepujacej hybrydyzacji (Heath 1 wsp., 1995; Inoue 1 wsp., 1995;
Bierne i wsp., 2003b; Kijewski 1 wsp., 2006). Genom F mtDNA, reprezentujacy jeden locus
genomu byl rowniez uzywany jako marker genetyczny do okreslenia struktury genetycznej. W
strefach hybrydyzacji ulega on introgresji (Smietanka i wsp., 2004). Badania rozmieszczenia
taksonow Mytilus, w duzej skali europejskiej byty ograniczone tylko do jednego lub trzech

markeréw jadrowych (Smietanka i wsp., 2004; Kijewski i wsp., 2011).

W trakcie swoich badan opracowatam nowe wiarygodne markery do odrézniania
taksonow Mytilus 1 ich hybryd. Markery wczedniej stosowane byly niewystarczajace do
identyfikacji pochodzenia geograficznego matzy i doktadnej identyfikacji taksonow. Odkrytam
nowe markery molekularne oparte na polimorfizmie pojedynczych nukleotydéw (SNP). SNP
sa to mutacje punktowe, zmiennos¢ sekwencji DNA polegajaca na zmianie pojedynczego
nukleotydu pomigdzy lub w obrebie osobnikow danego gatunku. SNP zlokalizowane w
regionach kodujacych moga by¢ wykorzystywane do rozrdézniania loci bedacych pod wplywem
presji selekcyjnej od loci neutralnych (Morin 1 wsp., 2004).

Na podstawie sekwencji - dostgpnych w GenBank, wybratam dziesi¢¢ fragmentow
jadrowego DNA, zaprojektowalam specyficzne startery do amplifikacji PCR wigkszosci
wybranych fragmentow DNA. Do amplifikacji uzytam DNA pochodzace od kilku osobnikéw
M. trossulus, M. edulis 1 M. galloprovincialis. Na podstawie uzyskanych sekwencji
genomowego DNA pochodzacego z trzech grup taksonomicznych, zidentyfikowatam 37
potencjalnych SNP. Genotypowanie SNP, proby sktadajacej si¢ z 499 osobnikdéw malzy Mytilus
z 24 europejskich populacji zostato przeprowadzone przy uzyciu technologii MassARRAY

IPLEX Gold technology, zgodnie z procedurg opracowang przez Sequenom (Gabriel 1 wsp.,
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2009). Dwadziescia jeden SNP byto polimorficznych dla wigkszo$ci badanych populacji. Byty
one zlokalizowane w sekwencjach kodujacych i niekodujacych niektérych funkcjonalnie
waznych gendow. Odkrylam osiem nowych SNP zlokalizowanych w genach rodziny histonow,
hsp 70 1 p53, ktore moga by¢ stosowane jako nowe markery taksonomiczne Mytilus w skali
europejskiej. Pig¢ z nich r6znicowato genom M. trossulus, dwa M. galloprovincialis, oraz jeden
M. edulis. Inne SNP réznicowaly populacje w obrebie taksonu. Wyniki uzyskane przy uzyciu
Analizy Korespondencji (Belkhir i wsp., 2003) i STRUCTURE (Falush i wsp., 2007) bardzo
czytelnie ukazywaty strukture genetyczng i rozdzielno$¢ pomigdzy trzema taksonami Mytilus:
M. edulis, M. trossulus, i M. galloprovincialis, demonstrujac zréoznicowanie pomiedzy 1 w
obrebie badanych populacji oraz stopien wymieszania pul genowych u hybryd. W ramach pracy
szczegdtowo scharakteryzowatam kilka rejonéw gdzie zachodzi hybrydyzacja trzech badanych
taksonow, w szczegolnosci dotyczy to hybrydyzacji pomiedzy M. edulis 1 M. trossulus: Morze
Battyckie, Szkocja 1 Norwegia. Populacje z tych rejonéw miaty prawie wszystkie badane loci
polimorficzne. Metoda opracowana przeze mnie jest cennym narzedziem w badaniach
populacji europejskich malzy Mytilus. Wyniki tych badan zostaty przedstawione w mojej
publikacji [4] opisujacej identyfikacje 1 walidacj¢ nowych markerow SNP w matzach w rodzaju

Mytilus.

W kolejnych latach kontynuowatam badania zwigzane z markerami SNP, zajetam si¢
ich poszukiwaniem na wigksza skalg. Moje badania byty skoncentrowane gtoéwnie na obszarze
obejmujacym strefe hybrydyzacji miedzy Morzem Battyckim i Cie$ninami Dunskimi. Morze
Battyckie zostalo skolonizowane przez matze Mytilus spp. okoto 7000 lat temu, po ostatnim
okresie stodkowodnym 1 wyodrebnieniu si¢ tego obszaru jako ekosystem morski (stonawy)
(Zillén 1 wsp., 2008). W ramach prowadzonych w naszym laboratorium prac, zostala
skonstruowana nowa biblioteka cDNA utworzona z komorek pochodzacych z ptaszcza jednego
samca Mytilus pobranego z Zatoki Gdanskiej (hybryda M. trossulus x M. edulis). Badania te
miaty migdzy innymi na celu, zwigkszenie liczby dostepnych sekwencji potrzebnych do
znalezienia nowych SNP. Przeprowadzitam poréwnanie uzyskanych sekwencji EST z
odpowiednimi sekwencjami zdeponowanymi w GenBank (glownie sekwencje pochodzace od
M. galloprovincialis 1 M. edulis) za pomocg programu ClustalX (Thompson 1 wsp., 1997).
Nastepnie uzywajac programu Staden (Staden 1 wsp., 2001) przeprowadzitam zestawienie
wielu sekwencji w celu odkrycia nowych SNP. Znalaztem 340 prawdopodobnych SNP i
wybratam 60 polimorficznych do genotypowania 642 osobnikow malzy z Battyku, Cie$nin

Dunskich 1 Pacyfiku. W wyniku prowadzonych prac scharakteryzowatam 49 nowych markeréw



SNP, ktore r6znicujg populacje obszaru Morza Péinocnego 1 Baltyckiego. Zaobserwowatam, ze
dla wigkszosci z badanych SNP, czestotliwosci alleli ulega gwalttownej zmianie, tworzac
zgodne, waskie kliny przy wejsciu do Morza Baltyckiego (Kattegat i Sund). Na podstawie tych
badan, dosztam do wniosku, ze granica oddzielajaca populacje z przewaga genéow M. edulis od
tych z przewaga gendw M. trossulus jest potozona na wschdéd od wysp Falster i Moen w
potudniowej czesci Ciesnin Dunskich. Zaobserwowatam, ze zdecydowana wigkszo$¢ nowych
markerow SNP wykazala wickszy udziat gendéw M. trossulus niz M. edulis w jadrowym DNA
Battyckiego Mytilus. Oznacza to, ze uzycie wigkszej liczby markerow jadrowych wykazuje, ze
matze Mytilus z Morza Battyckiego sa znacznie blizej spokrewnione z M. trossulus niz z M.
edulis anizeli dotychczas uwazano. Potwierdzilam istnienie silnej izolacji rozrodczej,
spowodowanej prawdopodobnie przez egzogenne (np. adaptacja do stonawych wodd) i
endogenne czynniki prezygotyczne oraz postzygotyczne (np. selekcja przeciwko hybrydom).
Zidentyfikowatam takze w Baltyckich populacjach Mytilus, kilka markerow SNP o
podwyzszonym poziomie introgresji alleli charakterystycznych dla M. edulis w poréwnaniu do
referencyjnej populacji M. trossulus z Pacyfiku. Moje badania wykazaly ztozonos¢ Baltyckiej
strefy hybrydowej 1 wyraznie pokazaly, Zze populacje z Cie$snin Dunskich i Oresund sa bardziej
ztozone z mieszaniny dwoch taksonow niz te z wewngtrznej czeSci Baltyku. Wyniki
powyzszych badan sa przedstawione w publikacji [5] i wskazuja na ogromny potencjat nowych

markeréw SNP w badaniu stref hybrydyzacji taksonu Mytilus.

Podsumowujac, najwazniejszymi odkryciami przedstawionymi w publikacjach
sktadajacych si¢ na moje osiggnigcie naukowe sg:
- Kompletne sekwencje reprezentatywnego zestawu sktadajgcego si¢ z 16 genomow
mitochondrialnych malzy taksonu Mjytilus, ktore posiadaja mieszany sklad markerow
genetycznych: M. edulis 1 M. trossulus oraz pochodza z populacji, ktore ulegaja hybrydyzacji 1
introgresji.
- Pierwszy raport o obecnosci pierwotnych genomow mtDNA M. trossulus w Europie.
- Potwierdzenie, ze migdzygatunkowa hybrydyzacji w Morzu Battyckim stworzyta warunki do
wystapienia strukturalnej 1 ewolucyjnej niestabilnosci mtDNA (rearanzacje strukturalne,
zwielokrotnienie, delecje 1 rekombinacje fragmentéw rejonu niekodujacego).
- Stwierdzenie, ze hybrydyzacja mogta spowodowac nagly i gwaltowny wzrost niezgodnosci

genomu M, co sprzyjalo maskulinizacji.
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- Stwierdzenie, ze u baltyckich matzy Mytilus tto jadrowe jest zdominowane przez allele
charakterystyczne dla M. trossulus (matze Mytilus z Morza Baltyckiego sa znacznie blizej
spokrewnione z M. trossulus niz z M. edulis).

- Odkrycie 80 nowych markeréw SNP, ktore wykazuja wysoki potencjal w badaniu stref
hybrydyzacji matzy z taksonow Mytilus.

Przedstawione powyzej wyniki, pokazuja zmiany w strukturze genetycznej i w sekwencji
genomoOw matzy M. trossulus wystepujacych na obszarach objetych hybrydyzacja i introgresja.
Jak rowniez uzupelniaja wiedz¢ na temat mechanizmu powstania 1 ewolucji
zrekombinowanych genoméw mitochondrialnych matzy z podwojnie uniparentalnym

systemem dziedziczenia mitochondrialnego DNA (DUI).
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5. Omowienie pozostalych osiagni¢¢ naukowo - badawczych (artystycznych).

W 1992 roku ukonczylam z wyrdznieniem Wydzial Biologii, Geografii 1 Oceanologii na
Uniwersytecie Gdanskim. Prace magisterska ,,Badanie roli bialek AO 1 AP w replikacji
plazmidow Adv w mutancie Escherichia coli dnaA46” wykonalam w Katedrze Biologii
Molekularnej pod kierunkiem prof. dr hab. Karola Taylora. W lutym 1993 roku, zostatam
zatrudniona jako asystent w Centrum Biologii Morza Polskiej Akademii Nauk, w Pracowni
Genetyki, ktorej kierownikiem byl w tym czasie dr Roman Wenne. Od pierwszych lat pracy,
moje badania dotyczyly zagadnien zwigzanych z mitochondrialnym DNA malzy (Mytilus
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trossulus) z Zatoki Gdanskiej. Prace koncentrowaty si¢ na badaniach zwigzanych z
heteroplazmig dtugo$ci mtDNA i niedawno odkrytym zjawiskiem podwdjnie uniparentalnego
dziedziczenia mitochondrialnego DNA (DUI), wystepujacego u tych malzy. W ramach
gromadzenia prob do badan, wielokrotny bralam udzial w rejsach naukowych po Zatoce

Gdanskiej na k/h Oceanograf 2, jako cztonek ekipy badawcze;.

W 1996 roku otrzymatam stypendium Rzadu Francuskiego 1 przez 6 miesigcy
pracowatam w Centre de CNRS Genetique Moleculaire w Gif-sur-Yvette pod kierunkiem
Profesora Jean Claude Mounolou. Bralem udzial w badaniu mitochondrialnego DNA krewetek.
Moja praca polegata na wykonywania eksperymentow obejmujacych klonowanie i
sekwencjonowanie czesci gendéw mitochondrialnych. Prowadzitam réwniez poréwnawcza
analize filogenetyczng (Garcia-Machado i1 wsp., 1999).

W latach 1996-1997 uzyskatam grant Komitetu Badan Naukowych, dotyczacy
polimorfizmu mitochondrialnego DNA omutka z polskiego wybrzeza Morza Battyckiego.
Dodatkowo, w latach 1996-1999 uczestniczytam jako wykonawca w projektach badawczych
realizowanych w laboratorium Genetyki (Zalacznik 4, II-1 2). Badalam r6znorodnos$¢ populacji
matzy z polskiego wybrzeza Baltyku. Poczatkowo moje badania byly skoncentrowane na
genomie F. Stosowatam amplifikacje PCR oraz analiz¢ RFLP regionu obejmujacego fragmenty
gendw nad2 1 cox3, aby scharakteryzowa¢ haplotypy mtDNA. W dalszej kolejnosci
przebadalam tkanki somatyczne i generatywne na obecnos¢ réoznych typow mtDNA. Wyniki
wskazywaly na istnienie dwoch, bliskich filogenetycznie genomow: zenskiego 1 meskiego. Do
identyfikacji wariantow dtugosci gtéwnego rejonu niekodujacego (CR) uzywatam amplifikacji
PCR. Zidentyfikowatam siedemnascie wariantow dtugosci obecnych w osobnikach homo- 1
heteroplasmatycznych. Dwa warianty dtugosci gldownego rejonu niekodujacego wystepowaty
najczesciej. Heteroplazmie dlugosci stwierdzitam u 46,8% samcow i1 byta ona najczgsciej
spowodowana obecnoscig krotkiego wariantu dlugosci gléwnego rejonu niekodujacego.
Przeprowadzone badania wskazywaty, ze krotki wariant dlugosci byt zawsze przekazywany do
plemnikow 1 przejat role genomu M. Wykazalam, ze pozostate warianty dtugosci byly obecne
zard6wno u samcow jak 1 u samic. Moje badania podkreslity réwniez potencjalng uzytecznosé
wariantow dlugosci mtDNA w badaniach zr6znicowania populacji Mytilus.

Wyniki tych badan postuzyly jako podstawa do mojej rozprawy doktorskiej, ktora
dotyczyta badania zréznicowania i transmisji mitochondrialnego DNA w populacjach matzy
M. trossulus, ktora wykonywatam pod kierunkiem dr hab. Romana Wenne i obronitam w

listopadzie 2000 roku. Wyniki tych prac zostaly opublikowane (Zbawicka i wsp., 2003a, b). W
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latach 1997-98 bralam udzial w migdzynarodowym projekcie badawczym dotyczacym
mechanizmu powstawania heteroplazmii. Z tym projektem zwigzany byt moj jednomiesigczny
pobyt na Uniwersytecie w Helsinkach (Zatacznik 4, I11I-L 2).

W latach 2005-2008 uczestniczytam w projekcie dotyczacym zagadnien zwigzanych z
rekombinacjag mtDNA u malzy M. trossulus z Baltyku (Zalacznik 4, II-1 3, 6). Zjawisko to
zostato odkryte w naszym laboratorium. Bytam odpowiedzialna za wigkszo$¢ prac zwigzanych
z okresleniem pici, amplifikacja PCR oraz sekwencjonowaniem. W wyniku naszych prac
dostarczyliSmy dowody na powszechno$¢ rekombinacji mtDNA w matzach Mytilus.
Przedmiotem badan byt rejon mtDNA poczawszy od genu 16S rRNA i konczacy si¢ w genie
cytochromu b, obejmujacy CR. Poczatkowo znalezli§my dwa zrekombinowane warianty, ktére
sktadaty si¢ z mozaiki sekwencji podobnych do genomu F i M. Oba warianty posiadaty CR,
pochodzacy od genomu M, i oba byly przekazywane do plemnikow jak genomy M.
Odkrylismy, ze przedstawione tu zrekombinowane genomy posiadaja rejon niekodujacy
pochodzacy z genomu M, M. edulis. Kontynuowali§my te badania poprzez analiz¢ rejonu
niekodujacego mtDNA w wigkszej grupie samcow i samic baltyckich matzy M. trossulus. Probe
analizowano poprzez hybrydyzacj¢ metoda Southerna i amplifikacj¢ PCR. Wybrane produkty
amplifikacji PCR zostaty zsekwencjonowane. PokazaliSmy, ze wielka roznorodnos¢ rearanzacji
strukturalnych jest obecna u obu plci. Probki plemnikéw bylo zdominowane przez
zrekombinowane haplotypy posiadajace fragment rejonu niekodujacego podobnego do genomu
M, M. edulis. Niektoére z nich posiadaty duze duplikacje w tym rejonie. Natomiast w
haplotypach, ktére dominowaly w komoérkach jajowych brakowato segmentéw genomu M.
ZademonstrowalisSmy, ze powstale rearanzacje mozna wyjasni¢ poprzez potaczenie duplikacji,
delecji 1 miedzyczasteczkowej rekombinacji. Wyniki badan rekombinacji przedstawiono w
dwoch publikacjach (Burzynski i wsp., 2003; 2006 - Zalacznik 4, publikacja I1I-A 9, 12).

W nastegpnych latach bratam udzial w badaniach markerow jadrowych (Zalacznik 4, 11-
I 2). Poczatkowo moja praca dotyczyla identyfikacji taksonu Mpytilus na obszarach
przybrzeznych Europy, na duza skale geograficzng za pomocg markera biatka adhezyjnego
(Mel5/16). Zidentyfikowatam trzy oczekiwane fragmenty DNA, diagnostyczne dla kazdego z
trzech badanych taksonow Mytilus. Wyniki tych badan zostaty przedstawione w publikacji na
temat pochodzenia mtDNA w europejskich populacjach Mytilus spp. (Smietanka i wsp., 2004).

Nastepnie kontynuowalam prace, koncentrujac si¢ na populacjach battyckich malzy
Mpytilus. Uzytam trzech markerow DNA jadrowego w celu identyfikacji taksonow Mytilus:
Mel5/16, ITS, oraz Efbis. W ramach prowadzonych prac opracowalam nowa, w petni

diagnostyczna metode analizy markera EFbis, poprzez RFLP. Produkty PCR trawitam dwoma
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endonukleazami Hin6l i Rsal. Przetestowatam t¢ metode wykorzystujac osobniki M. trossulus
z Kanady, M. galloprovincialis z péinocnej Hiszpanii oraz M. edulis z Holandii. Wszystkie
probki z Ciesnin Dunskich i wewngtrznego Battyku pokazaty dokladnie mieszany sktad
genetyczny markerow M. edulis 1 M. trossulus. ZaobserwowaliSmy rozlegly introgresje alleli
M. edulis z Morza Potnocnego do populacji Battyckich obejmujagcg mtDNA oraz dwa markery
jadrowe (ME15/16 1 ITS), podczas gdy introgresja w przeciwnym kierunku, alleli M. trossulus
do populacji M. edulis z Kattegatu (Ciesniny Dunskie) byta obserwowana tylko dla markera
jadrowego EFbis (Kijewski 1 wsp., 2006).

W kolejnym projekcie (Zatacznik 4, I1I-A 1, 2), ktéry koncentrowat si¢ na dystrybucji
taksonow Mytilus w europejskich obszarach przybrzeznych, zastosowalam ten sam zestaw
trzech markeréw jadrowego DNA. Efektem tych prac byla nastepna publikacja (Kijewski i
wsp., 2011). Nasze prace ujawnily wystepowanie waskiego klina pomiedzy Atlantyckim i
Srédziemnomorskim omutkiem M. galloprovincialis. Obserwowaliémy takze wyrazne
zréznicowanie genetyczne migdzy populacjami M. galloprovincialis z Morza Czarnego i Morza
Srédziemnego oraz wieksza czesto$¢ wystepowania M. trossulus w populacjach pdocno-
europejskich niz zglaszang do tej pory. ZglosiliSmy po raz pierwszy wystepowanie alleli M.
trossulus w wodach Islandii oraz w Morzu Barentsa i Morzu Biatym.

Nastepne badania, w ktorych bratem udziat, koncentrowaty si¢ na kwestii pochodzenia
matzy M. trossulus, ktore zachowaly swoj rodzimy mtDNA, w wodach europejskich.
ChcieliSmy ustali¢, czy sa one czgscia obecnej populacji, ale wezesniej niewykryte, czy tez
zostaly one rozprzestrzenione za posrednictwem ludzkiej dziatalnosci i1 jest to gatunek
inwazyjny. Odcinek DNA obejmujacy czg$¢ genow cox3 1 nad2 o dhugosci okoto 1200 par
zasad, pochodzacy z dwoéch genomoéw mitochondrialnych M. trossulus, zostal poddany
amplifikacji PCR przy uzyciu specyficznych dla danego taksonu starteréw. Proby pochodzity z
populacji Atlantyckich (Kanada, Loch Etive w Szkocji) oraz Pacyficznych (Kanada, Aleuty,
Morze Japonskie). Zastosowane przez nas analizy filogeograficzne wskazaly Zachodni
Atlantyk jako zrodto europejskich matzy M. trossulus, przynajmniej tych, ktore zachowaty swoj
rodzimy mtDNA. PrzeprowadziliSmy probe datowania tego wydarzenia, uzywajac do
poréwnania, jako odno$nik, znany przypadek introdukcji malzy M. galloprovincialis z Morza
Srédziemnego do Azji. Nasze wyniki wskazywaly na najbardziej prawdopodobne, ze inwazja
matzy M. trossulus do Europy, nie odbyla si¢ za posrednictwem czlowieka. Powyzsze badania
byly realizowane w ramach projektu badawczego (Zatacznik 4, 1I-I 9) 1 zostaty opisane w
publikacji na temat genomdéw mitochondrialnych subarktycznych populacji M. trossulus

(Smietanka i wsp., 2013).
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Uczestniczylam rowniez w europejskim programie BONUS plus, w realizacji projektu
dotyczacego badania genetycznej bioréznorodnosci w Morzu Battyckim (Zalacznik 4, 111-A 2,
II-I 8). Efektem tej wspotpracy byla wspdlna publikacja prezentujaca siedem gatunkow
ekosystemu Baltyku, istotnych ekologicznie (Wennerstrom i wsp., 2013). W powyzszym
projekcie bytam odpowiedzialna za gatunek Mytilus spp., uzytam loci SNP jako jadrowa
informacj¢ genetyczng. Markery SNP zostaly opracowane przeze mnie we wczesniejszych
pracach. Naszym glownym wnioskiem byto stwierdzenie, ze w ekosystemie Morza
Battyckiego, gdzie wystepuja gradienty srodowiskowe i gdzie poszczegolne gatunki majg rézne
pochodzenie (stlodkowodne lub morskie), nie ma wspdlnych wzoréw zroéznicowania
genetycznego. Kazdy gatunek posiada unikalny wzorzec réznorodnosci i rozbieznosci
genetycznej oraz swoistg lokalizacje barier dla przepltywu genow.

Obecnie kontynuuje badania nad molekularng biogeografia morskich matzy. Informacje
na temat genetycznej bioroznorodnosci sg bardzo wazne dla skutecznego zarzadzania i ochrony
gatunkow. Niedawno zaobserwowano zmiany w rozmieszczeniu matzy morskich. W ramach
realizacji grantu (Zalacznik 4, II-I 10) opracowalam metode genotypowania SNP w celu
ustalenia pochodzenia populacji malzy, nalezacych do ré6znych taksonéw, w skali globalnej oraz
okreslania obecno$ci obcych, nierodzimych matzy (introdukowanych). ZebraliSmy proby z
szesciu kontynentéw, nalezace do pieciu taksondw Mytilus: z regionéw odizolowanych od
wplywu zeglugi morskiej oraz innej dziatalnosci cztowieka, z odlegtych wysp, z portow oraz
akwakultur. Zbadatam takze taksonomiczne 1 geograficzne pochodzenie produktéw
spozywczych na podstawie malzy dostgpnych w polskich sklepach. W trakcie prowadzonych
badan za pomocg markerow SNP, wykrytam i1 udokumentowatam po raz pierwszy obecnos¢
matzy M. trossulus na wybrzezach Grenlandii. Odkrytam nieznang forme¢ hybrydy trzech
taksonow Mytilus (M. galloprovincialis, M. platensis 1 M. chilensis) na atlantyckim wybrzezu
Argentyny. Hybrydy mogly powsta¢ w wyniku wprowadzenia do $rodowiska naturalnego
importowanych probek matzy hodowlanych. Wyjasnienie tego zjawiska bedzie przedmiotem
przysztych badan. Odkrytam, ze populacje M. galloprovincialis w Potudniowej Afryce
powstaly w wyniku introdukcji formy Atlantyckiej M. galloprovincialis, a nie
Srédziemnomorskiej, jak sadzono wczeéniej. Dane uzyskane w wyniku genotypowania SNP
wyraznie wskazuja, ze ta metoda jest nowym narzedziem, ktére moze by¢ wykorzystane do
zilustrowania zmian zasiggdw geograficznych natywnych oraz introdukowanych populacji
matzy, zwlaszcza na obszarach gdzie wystepuja akwakultury. Wszystkie przedstawione

powyzej wyniki sg przygotowywane do publikacji.
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