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Abstrakt. WykorzystaliSmy 13 autosomalnych loci mikrosatelitarnych do
oceny roznorodnosci genetycznej populacji wilka (Canis lupus) zamieszkuja-
cej Tatry wzdhuz granicy polsko-stowackiej. Z prob materialu biologicznego,
zebranego w latach 2017-2018, zidentyfikowano genotypy 42 wilkow. Wszyst-
kie badane loci byty polimorficzne, ze $rednig liczbg alleli wynoszacg N, =
5,077 i réznorodnoscig alleliczng A, = 4,771. Zblizone wartosci heterozygo-
tycznosci obserwowanej i oczekiwanej (H =0,652, H =0,656) wskazaly na brak
odchylenia od réwnowagi Hardy’ego-Weinberga. Wartosci wspotczynnika
inbredu sugeruja, iz badana populacja nie jest zagrozona wystapieniem chowu
wsobnego.

Stowa kluczowe: genetyka konserwatorska, duze drapiezniki, populacje
transgraniczne

Abstract. Genetic diversity in wolf Canis lupus population in Tatra Moun-
tains. We used 13 autosomal microsatellite loci to evaluate the genetic diver-
sity in the wolf (Canis lupus) population inhabiting Tatra Mountains along
Polish-Slovak border. From samples of biological material collected in 2017-
2018, we identified genotypes of 42 wolves. All studied loci were polymor-
phic, with mean number of alleles being N, = 5.077 and allelic richness A,
= 4.771. Similarity in both observed and expected heterozygosity (H =0.652,
H_=0.656) indicated no deviation from the Hardy-Weinberg equilibrium. The
values of inbreeding coefficient suggest that the studied population is not at risk
of inbreeding.
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Utrata réznorodnosci biologicznej jest uwazana za jedno z najwigkszych zagrozen dla
funkcjonowania ekosystemow oraz dostarczania ushug ekosystemowych (Butchard i in. 2010,
Cardinale 1 in. 2012, Ceballos i in. 2017). Kluczowym poziomem réznorodnosci biologicznej
jest roznorodnos$¢ genetyczna, majgca przemozny wptyw na zdolnos¢ adaptacji organizmoéw do
srodowiska, w tym do zmian b¢dacych wynikiem dziatalno$ci cztowieka. Obnizenie réznorod-
nosci genetycznej, bedaca np. konsekwencja antropogenicznego regresu liczebnosci populacji
i nastepujacego w jego wyniku inbredu, moze prowadzi¢ do istotnej redukcji przystosowania
organizmow i erozji proceséw ewolucyjnych (Reed i Frankham 2003, Coates i in. 2018).
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Aktywnos$¢ cztowieka, zwlaszcza zwigzana z przeksztalceniem naturalnych ekosystemow
w obszary uzytkowane rolniczo lub zurbanizowane oraz pozyskiwaniem dzikich zwierzat do
celéw towieckich, doprowadzita do znacznego zubozenia fauny w skali globalnej (Allendorf
i in. 2013, Newbold i in. 2015). W szczegdlnie dotkliwy sposob dziatalnos$¢ ludzi dotkneta
gatunki o wigkszej masie ciata, wsrod ktorych znalazty si¢ rowniez duze ssaki drapiezne (Estes
iin. 2011, Dirzo i in. 2014). Duze drapiezniki sa gatunkami kluczowymi dla funkcjonowania
ekosystemow (Ripple i in. 2014, Kuijper i in. 2013), a ich obecnos¢ ma istotne znaczenie dla
dobrostanu ludzi (O’Bryan i in. 2018). Z tego wzgledu przywracanie duzych drapieznikéw do
srodowiska uwazane jest za wazne narzedzie wspomagajace odtwarzanie naturalnych uktadow
troficznych w ekosystemach (Svenning i in. 2016).

Dzigki wdrozeniu rozwigzan prawnych ograniczajacych polowania na duze drapiezniki,
a takze realizacji projektow pomagajacych ogranicza¢ poziom konfliktow z gospodarka czto-
wieka, w wielu regionach Europy udato si¢ zatrzymaé spadek populacji duzych ssakow dra-
pieznych (Chapron i in. 2014). Szczegdlnie spektakularny sukces odnotowano w przypadku
wilka Canis lupus, ktéry dzigki ochronie zrekolonizowat rozlegte fragmenty Potwyspu Skan-
dynawskiego, Polwyspu Apeninskiego, pdtnocnej czesci Potwyspu Pirenejskiego, Alp oraz
Nizin Srodkowoeuropejskich (Chapron i in. 2014). W Polsce $cista ochrona gatunkowa wilka
poskutkowata odtworzeniem si¢ jego populacji w regionach, w ktorych zostat uprzednio wyte-
piony (Nowak i in. 2008, Nowak i Mystajek 2016).

W krajach zachodniej i pétnocnej Europy, w ktérych wilki zostaty w czasach historycznych
niemal doszczgtnie wytepione, réznorodnos¢ genetyczna tych drapieznikéw dramatycznie spa-
dta (Dufresnes i in. 2018). Co wigcej proces rekolonizacji zachodzit ze stosunkowo homoge-
nicznych genetycznie populacji skutkujac rowniez niska réznorodnos$cia genetyczng popula-
cji odtwarzajacych sig, co szczegdlnie mocno widoczne byto na Potwyspie Skandynawskim
(Akesson i in. 2016). Nawet w populacjach liczniejszych, np. w Karpatach, skutki intensyw-
nych odstrzatéw widoczne sa w wyraznie zarysowanej strukturze genetycznej populacji (Hulva
i in. 2018). Przyktady te wskazuja na koniecznos¢ dokumentowania réznorodnosci genetycz-
nej populacji na réznych etapach jej rozwoju, by uzyska¢ materiat do poréwnan w przypadku
zmian wynikajacych np. ze zmian tacznosci siedlisk (Hambler i Canney 2013).

Celem naszych badan byta ocena podstawowych parametrow réznorodnosci genetycznej
populacji wilka zamieszkujacej Tatry i Podtatrze, w tym potozonych po obu stronach granicy
polsko-stowackiej parkow narodowych.

Material i metody

Zbior prob do badan genetycznych nad wilkami prowadzono w latach 2017-2018 roku
zardwno po polskiej (Tatrzanski Park Narodowy — TPN, Pasmo Gubatowskie), jak i po stowac-
kiej (Tatransky narodny park — TANAP, Kotlina Liptowska, Kotlina Popradzka) stronie Tatr
(ryc. 1). Podczas catorocznych tropien, zebrano tacznie 141 prob materiatu biologicznego (22
w roku 20171 119 w 2018), gtéwnie odchodow, moczu i siersci, ale takze tkanek pobranych od
wilkow zabitych na Stowacji (ryc. 1). Wilcze odchody oraz tkanki byly przechowywane w pla-
stikowych pojemnikach (50 ml) wypelionych 96% alkoholem etylowym. Siers¢ znajdowana
na legowiskach wilkéw przechowywana byta w papierowych kopertach z dodatkiem zelu krze-
mionkowego w celu pochtaniania wilgoci. Mocz (15 ml) zbierano zima ze $niegu do probowek
typu Falkon zawierajacych 30 ml 96% etanolu i 1,5 ml 3 M octanu sodu.
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Rye. 1. Lokalizacja prob wykorzystanych w badaniach genetycznych wilkéw w Tatrach
Fig. 1. Locations of samples used in study on the wolf genetic diversity in Tatra Mountains

W zaleznosci od rodzaju materialu biologicznego DNA izolowano przy pomocy QlAamp
DNA Stool Mini Kit, QIAamp Blood&Tissue Kit oraz QIAamp DNA Investigator Kit (Qia-
gen). Wszystkie procedury byly wykonywane w wydzielonym laboratorium Instytutu Genetyki
i Biotechnologii na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego przeznaczonym do prze-
twarzania materiatu zebranego w sposob nieinwazyjny.

Wyizolowane DNA uzyto jako matryc¢ do amplifikacji nastepujacych 13 autosomalnych
loci mikrosatelitarnego DNA, wykorzystywanych przez Central European Wolf Consortium
do badan nad genetyka populacyjna wilka (de Groot i in. 2016): FH2001, FH2010, FH2017,
FH2137, FH2087, FH2088, FH2096, FH2140, FH2054, FH2161 (Francisco i in. 1996), CPH5
(Fredholm i Wintere 1995), vWF (Shibuya i in. 1994) oraz PEZ17 (Neff i in. 1999). Do identy-
fikacji ptci zamplifikowano fragment chromosoméw DBX intron 6 oraz DBY intron 7. Szcze-
gbtowy opis przebiegu reakcji multiplex PCR mozna znalez¢é w pracy Lesniak i in. (2017).

Produkty tancuchowej reakcji polimerazy (PCR) analizowano w sekwenatorze ABI3130
DNA Analyzer (Life Technologies, Germany), a dtugo$¢ sekwencji okreslano za pomocg opro-
gramowania PeakScanner (Applied Biosystems, USA). Proby z materiatu nieinwazyjnego byly
amplifikowane niezaleznie co najmniej trzy razy (Taberlet i in. 1996). Akceptowano allele kon-
sensusowe potwierdzone w co najmniej dwoch niezaleznych reakcjach PCR.

Sposrod 141 zebranych prob materiatu biologicznego, 38 odrzucono z uwagi na zbyt duze
rozwodnienie. Z kolei na etapie reakcji PCR odrzucono 27 préb ze wzgledu na brak widocz-
nych produktéw amplifikacji. Pozostate 76 prob poddano analizie dtugosci sekwencji mikrosa-
telitarnych. Na tym etapie odrzucono 14 prob ze wzgledu na: pochodzenie katu od lisa rudego
(6 préb), kontaminacje odchodéw wilka moczem lisa (2 proby), obecno$é mieszaniny DNA
dwoch osobnikow wilka w jednej probie (4 proby), brak wynikow dla czterech lub wigcej
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sekwencji mikrosatelitarnych, przez co niemozliwe byto wiarygodne poréwnanie z innymi pro-
bami (2 proby). Do ostatecznej analizy zakwalifikowano wyniki uzyskane z 62 prob.

Réznorodnosé genetyczng wilkéw zdefiniowano za pomoca nast¢gpujacych parametrow: (1)
liczba alleli (N); (2) efektywna liczba alleli (N ); (3) r6znorodnos¢ alleliczna (A,); (4) indeks
roznorodnosci Shannona (I); (5) heterozygotycznos¢ obserwowana (H, ); (6) heterozygotycz-
nos¢ oczekiwana (H,)) oraz wspdtczynnik inbredu (F). Dla kazdego parametru obliczono
$rednie ze wszystkich loci wraz z btgdem standardowym $redniej (SE). Obliczenia wykonano
w programach GenAlEx (Peakall i Smouse 2012) i FSTAT (Goudet 1995).

Tab. 1. Wskazniki réznorodnosci genetycznej w tatrzanskiej populacji wilka
Table 1. Parameters of genetic diversity of the wolf population in the Tatra Mountains

Locus N N, N, A, I H, H, F

CPH5 41 3,000 1,795 3,993 0,788 0,415 0,443 0,002
FH2001 41 4,000 3,087 5,719 1,238 0,683 0,676 -0,053
FH2010 41 3,000 1,814 3,985 0,749 0,488 0,449 -0,030
FH2017 40 4,000 2,819 4,499 1,164 0,750 0,645 0,164
FH2054 38 9,000 5,858 2,936 1,911 0,737 0,829 -0,075
FH2087 41 6,000 4,085 3,986 1,538 0,805 0,755 -0,150
FH2088 42 4,000 2,602 8,086 1,084 0,571 0,616 0,102
FH2096 41 4,000 2,553 4,494 1,124 0,634 0,608 0,105
FH2137 41 9,000 5,109 3,729 1,841 0,732 0,804 0,084
FH2140 42 4,000 3,222 3,999 1,266 0,524 0,690 0,252
FH2161 41 6,000 3,104 7,984 1,366 0,732 0,678 0,125
PEZ17 40 5,000 3,351 5,613 1,329 0,825 0,702 -0,067
VWF 40 5,000 2,730 3,000 1,210 0,575 0,634 0,076
Srednia 40,692 5,077 3,241 4,771 1,278 0,652 0,656 0,019
SE 0,286 0,548 0,326 1,596 0,095 0,035 0,032 0,115

N — liczba préb, N, — liczba alleli, N, — liczba alleli efektywnych, A, — r6znorodnos¢ alleliczna, 1 — indeks réznorodno-
$ci Shannona, H, — heterozygotycznos¢ obserwowana, H, — heterozygotycznos¢ oczekiwana, F ; — wspotezynnik inbredu
N —number of samples, N, —number of different alleles, N — number of effective alleles, A, — allelic richness, I — Shannon's
information index, H, — observed heterozygosity, H,— expected heterozygosity, F,;— inbreeding coefficient

Wyniki

W zakwalifikowanych do analiz 62 prébach materiatu biologicznego zidentyfikowano DNA
42 osobnikéw. Sposrod nich 14 osobnikéw odnaleziono w obrebie Tatrzanskiego Parku Naro-
dowego, a 1 osobnik zidentyfikowany zostat na Pogérzu Gubatowskim w dalszym sasiedztwie
parku po polskiej stronie granicy. Kolejne 27 osobnikow zidentyfikowano w materiale zebra-
nym na terenie stowackiej czesci Tatr i Podtatrza.

Wszystkie loci w populacji wilka w Tatrach byty polimorficzne. Srednia liczba alleli na
locus byta wysoka i wyniosta N =5,077 (SE=+0,548, zakres od 3 do 9). Z kolei $rednia efek-
tywna liczba alleli wyniosta N =3,241 (SE+0,326, zakres od 1,795 do 5,858), a Srednia warto$¢
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réznorodnos¢ allelicznej A,=4,771 (SE£1,596, zakres od 2,936 do 8,086). Indeks réznorodno-
$ci Shannona miata wartos¢ 1=1,278 (SE+0,095, zakres od 0,749 do 1,911) (tab. 1).

Dla populacji wilka w Tatrach heterozygotycznos¢ obserwowana wynosita H =0,652
(SE+0,035, zakres od 0,415 do 0,825), natomiast heterozygotycznos$¢ oczekiwana H =0,656
(SE+0,032, zakres od 0,443 do 0,829). Poniewaz oba te parametry u wilkow w Tatrach sa niemal
identyczne, mozna przyjac, ze populacja nie odbiega znaczgco od stanu rownowagi Hardy’ego-
-Weinberga. Niska warto$¢ wspoétczynnika inbredu F ;=0,019 (SE+0,115, zakres od -0,164 do
0,252) (tab. 1) wskazuje na brak krzyzowania si¢ osobnikoéw w bliskim pokrewienstwie.

Dyskusja

Prowadzone wczesniej w roznych czesciach kraju badania oparte na analizie mitochondrial-
nego DNA, wykazaly istotne genetyczne réznice pomiedzy wilkami zamieszkujacymi Karpaty
oraz niziny Polski. W Karpatach przewazaly osobniki z haplogrupy 2, gtéwnie posiadajace
haplotyp H6 i H14, natomiast na nizinach wykazywano wilki z haplogrupy 1, przede wszyst-
kim z haplotypami H1 oraz H2. Odregbnosé genetyczng tych dwdch populacji potwierdzono
analizami sekwencji mikrosatelitarnych, wykonanymi zaréwno statystyka Wrighta (warto$ci
F, wskazywaly na srednie lub wysokie wartosci dystansu genetycznego), jak i przy wykorzy-
staniu programu STRUCTURE opierajacego si¢ na statystyce Bayesowskiej. Proby z wilkow
zamieszkujacych Tatry grupowaly si¢ w obu analizach wraz z probami z pozostatych regiondw
Karpat (Czarnomska i in. 2013, Hulva i in. 2018).

Parametry roznorodnosci genetycznej wilkow zamieszkujacych Tatry nie odbiegaja
od wynikéw uzyskanych w innych regionach Polski z préb zebranych w latach 2001-2009,
gdzie srednia liczba alleli wahata si¢ od 4,0 do 4,8, heterozygotycznos$¢ obserwowana wyno-
sifa od 0,45 do 0,58, a heterozygotyczno$¢ oczekiwana wahata si¢ od 0,63 do 0,69 (Czar-
nomska i in. 2013). Nowsze badania nad wilkami z Wigierskiego Parku Narodowego (proby
zebrane w latach 2015-2017) réwniez pokazaly parametry zblizone do wartosci uzyskanych
w Tatrach, tj. $rednig liczbg alleli wynoszaca 4,5, heterozygotycznos¢ obserwowang na pozio-
mie 0,73, przy heterozygotycznosci oczekiwanej rownej 0,57 (Romanski i in. 2018). Stwier-
dzone w naszych badaniach warto$ci ro6znorodnosci allelicznej (4,77) byly jednak nizsze niz te
uzyskane na innym zestawie markerow mikrosatelitarnych dla obszaru catych Karpat Zachod-
nich (7,38 — Hulva i in. 2018), co mogtoby sugerowac na ograniczony przeptyw genéw migdzy
Tatrami i sasiednimi pasmami gérskimi. Jednak $rednia warto$¢ wspdtczynnika inbredu (F o)
byta zblizona do zera, co wskazuje na brak dlugotrwalej izolacji tatrzanskiej subpopulacji wilka
i dostgpnos¢ do rozrodu osobnikéw niespokrewnionych.

Wyniki badan genetycznych wilkdw z Tatr dobrze koresponduja takze z analizami przepro-
wadzonymi wczesniej w roznych regionach Europy. W zaleznos$ci od populacji $rednia liczba
alleli waha si¢ od 3,7 do 7,6, heterozygotycznos¢ obserwowana oscyluje od 0,52 do 0,76,
a heterozygotycznos¢ oczekiwana od 0,55 do 0,73 (Hindrikson i in. 2017).

Podzi¢kowania

Badania dofinansowano ze s$rodkéw funduszu lesnego Panstwowego Gospodarstwa
Lesnego Lasy Panstwowe przekazanych Tatrzanskiemu Parkowi Narodowemu w 2018 roku.
Za pomoc w zbiorze prob dzigkujemy pracownikom Tatrzanskiego Parku Narodowego (w tym
zwlaszcza Radostawowi Matei, Maciejowi Klimeckiemu, Andrzejowi Krzeptowskiemu-
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-Sabale, Pawlowi Kauzalowi, Zbigniewowi Mierczakowi, Andrzejowi Chowancowi, Joze-
fowi Bobakowi, Ryszardowi Suskiemu, Antoniemu Zigbie), Tatranského Narodného Parku
(Jan Hol'ma, Mikulas§ Tajbos, Juraj Mikus, Juraj Ksiazek) oraz zarzadu lasow panstwowych
TANAPu (Ivan Krasula, Martin épiak).
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