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1. Imi¢ i Nazwisko. Artur Osikowski

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

Magister biologii - studia ukonczone w 1997 roku na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi
Uniwersytetu Jagiellonskiego.

Doktor nauk biologicznych - tytut uzyskany 24 czerwca 2003 roku na Wydziale Biologii i
Nauk o Ziemi Uniwersytetu Jagiellonskiego na podstawie rozprawy doktorskiej: ,,Biologiczne
konsekwencje poliandrii u samic traszek z rodzaju Triturus”. Promotor: Prof. dr hab. Jan
Rafinski.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

01.02.1999 — 31.12.2000: Zaktad Genetyki i Ewolucjonizmu, Instytut Zoologii, Wydziat
Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytet Jagiellonski.

01.04.2003 — 31.05.2003 oraz 01.07.2003 — 30.09.2003: Instytut Nauk o Srodowisku,
Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytet Jagiellonski.

01.10.2003 — 30.09.2016: Zaktad Anatomii Porownawczej, Instytut Zoologii, Wydziat
Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytet Jagiellonski.

02.11.2015 — obecnie: Zaktad Anatomii Zwierzat, Instytut Nauk Weterynaryjnych, Wydziat
Hodowli i Biologii Zwierzat, Uniwersytet Rolniczy im. H. Kolataja w Krakowie.

4. Wskazanie osiagniecia* 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. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.):

a) tytul osiagniecia naukowego:
cykl siedmiu prac naukowych pod tytutem:

»Wplyw historii geologicznej regionu na biogeografi¢ wodnych Truncatelloidea w
basenie Morza Egejskiego i na Balkanach”

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

H.1) Osikowski A., Georgiev D., Hofman S., Falniowski A. (2015) Does the genetic structure
of spring snail Bythinella (Caenogastropoda, Truncatelloidea) in Bulgaria reflect geological
history? ZooKeys. 518: 67—86. https:doi.org/ 10.3897/zookeys.518.10035

(IF = 0,938; MNISW = 20; cytacji: 2)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na planowaniu eksperymentow, wykonaniu
Wigkszosci prac laboratoryjnych, analizie wynikow i udziale w pisaniu manuskryptu. Moj
udzial szacuje na 70%.

H.2) Osikowski A., Hofman S., Georgiev D., Kalcheva S., Falniowski A. (2016) Aquatic
snails Ecrobia maritima (Milaschewitsch, 1916) and E. ventrosa (Montagu, 1803)
(Caenogastropoda: Hydrobiidae) in the East Mediterranean and Black Sea. Annales Zoologici.
66 (3): 477—-486. https://doi.org/10.3161/00034541ANZ2016.66.3.012

(IF =0,699; MNISW = 25; cytacji: 1)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na planowaniu eksperymentow, wykonaniu
wigkszosci prac laboratoryjnych, analizie wynikow i udziale w pisaniu manuskryptu. Bylem
rowniez autorem korespondencyjnym, przeprowadzitem artykut przez korekty po recenzjach.
M0oj udziat szacuje na 60%.

H.3) Szarowska M., Osikowski A., Hofman S., Falniowski A. (2016) Do diversity patterns of
the spring-inhabiting snail Bythinella (Gastropoda, Bythinellidae) on the Aegean Islands
reflect geological history? Hydrobiologia. 765 (1): 225-243. https://doi.org/10.1007/s10750-
015-2415-x

(IF = 2,056; MNiSW = 30; cytacji: 3)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na planowaniu eksperymentow, wykonaniu
wigkszosci prac laboratoryjnych, analizie wynikow i udziale w pisaniu manuskryptu. Bytem
rowniez autorem korespondencyjnym, przeprowadzitem artykul przez korekty po recenzjach.
M0oj udziat szacuje na 60%.

H.4) Falniowski A., Georgiev D., Osikowski A., Hofman S. (2016) Radiation of Grossuana
Radoman, 1973 (Caenogastropoda: Truncatelloidea) in the Balkans. Journal of Molluscan
Studies. 82 (2): 305-313. https://doi.org/10.1093/mollus/eyv062

(IF = 1,25; MNISW = 25; cytacji: 0)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na wykonaniu czesci prac laboratoryjnych, analizie
wynikow i udziale w pisaniu manuskryptu. Moj udzial szacuje na 60%.

H.5) Szarowska M., Osikowski A., Hofman S., Falniowski A. (2016) Pseudamnicola
Paulucci, 1878 (Caenogastropoda: Truncatelloidea) from the Aegean Islands: a long or short
story? Organisms Diversity & Evolution. 16 (1): 121-139. https://doi.org/10.1007/s13127-015-
0235-5

(IF = 2,313; MNIiSW = 40; cytacji: 1)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na wykonaniu czesci prac laboratoryjnych, analizie
wynikow i udziale w pisaniu manuskryptu. Moj udzial szacuje na 40%.

H.6) Osikowski A., Hofman S., Georgiev D., Rysiewska A., Falniowski A. (2017) Unique,
ancient stygobiont clade of Hydrobiidae (Truncatelloidea) in Bulgaria: the origin of cave
fauna. Folia biologica (Krakow). Vol. 65 (2): 79-93. https://doi.org/10.3409/fb65_2.79

(IF =0,581; MNIiSW = 15; cytacji: 0)
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Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na wykonaniu wigkszosci prac laboratoryjnych,
analizie wynikow i udziale w pisaniu  manuskryptu. Bylem rowniez autorem

korespondencyjnym, przeprowadzitem artykut przez korekty po recenzjach. Moj udziat szacuje
na 60%.

H.7) Osikowski A. (2017) Isolation as a phylogeny-shaping factor: historical geology and
cave habitats in the Mediterranean Truncatelloidea Gray, 1840 (Caenogastropoda). Folia
Malacologica. https://doi.org/10.12657/folmal.025.015

(IF = 0; MNISW = 14; cytacji: 0)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na wykonaniu catosci analizy literatury i napisaniu

manuskryptu. Przeprowadzitem artykul przez korekty po recenzjach. MOoj udzial wynosi
100%.

Laczna warto$¢ punktowa prac H.1-H.7 wg. punktacji MNiSW za rok publikacji wynosi: 169

Sumaryczny Impact Factor prac H.1-H.7 wg listy Journal Citation Reports (JCR) za rok
publikacji wynosi: 7,837

Oswiadczenia wspotautorow prac H.1-H.6 Stanowig zatacznik nr. 4.

¢) oméwienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow wraz z omowieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

Wzorce rozmieszczenia geograficznego organizméw zywych byly ksztattowane przez
wiele czynnikdw, a jednym z najistotniejszych sa wydarzenia geologiczne, ktore przeszedt
obszar, na ktorym organizmy te wystepujg. Szczegdlne znaczenie maja tutaj procesy
powodujace izolacj¢ geograficzng, ktora z kolei moze prowadzi¢ do czgsciowego
ograniczenia lub catkowitego zatrzymania przeptywu gendéw miedzy rozdzielonymi w ten
sposob populacjami. Wtasnie w warunkach allopatrii zachodzita zdecydowana wigkszo$¢

przypadkow specjacji biologicznej (Avise 2000).

Wschodnia czes¢ Morza Srodziemnego, Batkany oraz basen Morza Czarnego zostaty
uksztattowane przez szereg wielkoskalowych wydarzen geologicznych, powigzanych z
glebokimi zmianami klimatycznymi (CREUTZBURG 1963; DERMITZAKIS | PAPANIKOLAU 1981,
GARCIA-CASTELLANOS I WsP. 2009; KouGlouMouTzis 1 WSP. 2014.). Procesy te uksztaltowaty
nie tylko geografie regionu, ale takze w duze] mierze wplynely na obecne wzorce
rozmieszczenia organizmow zywych. Z punktu widzenia ksztaltowania biogeografii, w

historii geologicznej wschodniej czesci basenu Morza Srédziemnego mozna wyrdznié kilka



DR ARTUR OSIKOWSKI AUTOREFERAT

kluczowych okreséw. We wczesnym miocenie (23-12 min lat temu) obszar obecnego Morza
Egejskiego byl suchym ladem. Dopiero ok. 12 min lat temu, w wyniku ruchow tektonicznych
skorupy ziemskiej, rozpoczeto si¢ formowanie rowu $rodkowoegejskiego (Mid-Aegean
Trench) (CREUTZBURG 1963; DERMITZAKIS | PAPANIKOLAU 1981). Proces ten zakonczyt sie
ok. 9 mln lat temu, a wypeliony wodami morskimi réw utworzyl barier¢ miedzy Potwyspem
Batkanskim a zachodnig Azja, a takze miedzy wschodnimi a zachodnimi wyspami
powstatego Morza Egejskiego. Ogromne znaczenie dla przemieszczania si¢ i rozmieszczenia
fauny i flory miat rowniez tzw. Kryzys Messynski (Messinian Salinity Crisis). Zamknigcie
Ciesniny Gibraltarskiej ok. 6 min lat temu doprowadzito do bardzo szybkiego wyschnigcia
prawie catego Morza Srodziemnego, a jego obszar zamienit si¢ w step lub stona pustynie.
Ponowne otwarcie Gibraltaru nastgpito 5,33 min lat temu i wody Oceanu Atlantyckiego W
krotkim okresie czasu wypehily basen Morza Sroédziemnego (GARCIA-CASTELLANOS | WSP.
2009). Trzecim, bardzo istotnym z punktu widzenia ksztaltowania rozmieszczenie roslin i
zwierzat okresem, byl plejstocen, w ktérym naprzemienne glacjaly i interglacjaty
powodowaty wahania poziomu morz, czego nastepstwem byly wielokrotne wymierania
lokalnych populacji, roznicowanie si¢ reliktowych populacji w refugiach glacjalnych oraz
kolejne rekolonizacje wcze$niej zajmowanych terendw po ustgpieniu lodowcow.
Niebagatelny wplyw na faune i florg¢ regionu miaty rowniez nieistniejace wspotczesnie
zbiorniki wodne bedace czgéciami Paratetydy, takie jak Basen Dacki oraz Morze Panonskie,
(Suc 1 wsp. 2011).

Bardzo duze =zréznicowanie fauny 1 flory wschodniej cze$ci basenu Morza
Srédziemnego sprawia, ze s3 one obiektem intensywnych badan (np. LYMBERAKIS I
PouLAKAKIS 2010; KouaGloumMouTzis | wsp. 2014). Jednak zdecydowana wigkszo$¢ badan
biogeograficznych dotyczy organizméw ladowych, dlatego bardzo istotne jest zwrocenie
uwagi réwniez na organizmy wodne, takie jak s$limaki przodoskrzelne z nadrodziny
Truncatelloidea Gray, 1840. Sa to niewielkie lub s$redniej wielkosci rozdzielnoptciowe
migczaki, posiadajagce muszle. Ich najczestszym $rodowiskiem zycia sa wody stodkie, ale
wystepujg rowniez formy zamieszkujagce wody stonawe i pelnostone. Klasyczne badania
taksonomiczne dotyczace Truncatelloidea opieraty si¢ na analizie morfologii muszli, a takze
morfologii 1 anatomii migkkich cze$ci ciata, gltownie zenskich i1 meskich narzadoéw
rozrodczych. Na bazie tego typu badan dokonywano opisow gatunkéw, a takze zbudowano
klasyczng systematyke. Stopniowe wprowadzanie analizy zmiennosci bialek metoda

elektroforezy, a pozniej zastosowanie metod analizy DNA ujawnity, ze te klasyczne metody
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prowadzity do wielu bledéow (FALNIOWSKI | wsp. 2009a, b). Cechy morfologiczne muszli
Truncatelloidea czgsto wykazuja wysoka zmienno$¢ (migdzyosobnicza, zwigzang z wiekiem,
miedzypopulacyjng, a rowniez miedzypokoleniowa), a anatomia i morfologia czg¢éci migkkich
bywa mocno uproszczona ze wzgledu na miniaturyzacj¢ i przystosowania do zaptodnienia i
rozwoju jaj w wodzie. Z tego powodu, opieranie rozpoznawania gatunkoéw jedynie na cechach
anatomicznych i morfologicznych prowadzi do btgdow i zazwyczaj do zawyzania liczby
opisanych gatunkow, a czasem do jej zanizania. Dopiero zastosowanie analiz sekwencji
DNA, szczegoélnie dla wigkszej liczby loci, pozwala na bardziej wiarygodne wyodrgbnianie

gatunkdéw oraz odtwarzanie wzorcow filogenetycznych i filogeograficznych.

Do badan nad struktura genetyczng metapopulacji §limakow wodnych z nadrodziny
Truncatelloidea wykorzystywatem sekwencje zarowno DNA mitochondrialnego (mtDNA),
takich jak fragmentu podjednostki | oksydazy cytochromowej (COI) oraz 16S rRNA, jak i
DNA jadrowego (nDNA): ITS-1 (Internal Transcribed Spacer 1), 18S rRNA, 28S rRNA i
histonu 3 (H3). Najbardziej uzytecznym markerem okazata si¢ oksydaza cytochromowa,
wykazujaca duze zroznicowanie W obrebie grupy, a zarazem — w nastepstwie powszechnego
stosowania go w tego typu badaniach — jego sekwencje sg dostepne w GenBank dla wielu

taksonow, co umozliwia porOwnania na réznych poziomach taksonomicznych.

Otrzymane nowe sekwencje DNA, wraz z sekwencjami referencyjnymi z GenBank,
byty analizowane pod katem zréznicowania genetycznego wewnatrz- i migdzypopulacyjnego
oraz pokrewienstw filogenetycznych pomigdzy populacjami i gatunkami. Kolejnym krokiem
bylo poszukiwanie potencjalnych zwiazkéw miedzy zrekonstruowanymi pokrewienstwami
filogenetycznymi i filogeograficznymi a wydarzeniami geologicznymi na obszarach, gdzie
badane slimaki wystepuja. Nalezy podkresli¢, ze celem prowadzonych przeze mnie badan nie
byta rewizja taksonomiczna opisanych wcze$niej gatunkéw. Aby taki cel osiagnac,
nalezatoby zbada¢ znacznie wigcej markerow DNA, poniewaz genealogie pojedynczych
gendw nie muszg by¢ tozsame z genealogiami gatunkow (AVISE 2000). Ponadto, rewizje
systematyczne wymagatyby doktadnych badan morfologicznych na duzej liczbie cech i

osobnikow, a liczebnos$¢ uzyskanych probek czesto byta do tego celu niewystarczajgca.

Jedna z szczegodlnie mnie interesujacych grup §limakow z nadrodziny Truncatelloidea
jest rodzaj zrodlarka Bythinella Moquin-Tandon, 1855, a szczegélnie jego populacje z
terytorium Butgarii (H.1 OsikowskI I wsp. 2015) oraz basenu Morza Egejskiego (H.3

SZAROWSKA | wsp. 2016b ). Bythinella to niewielkie (2-4 mm wysokosci muszli) migczaki,
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zamieszkujgce zrodia oraz wody podziemne Europy i zachodniej Azji. Jak w przypadku wielu
pokrewnych grup, klasyczne badania nad tym rodzajem opieraly si¢ na cechach
morfologicznych muszli, pézniej réwniez morfologii i anatomii migkkich czesci ciata.
Wspotczesne badania molekularne dowiodty, ze cechy morfologiczne i anatomiczne nie moga
by¢ wystarczajaca podstawa systematyki tej grupy, ze wzgledu na niewystarczajaca liczbe
taksonomicznie uzytecznych cech i ich duzg zmiennos¢ (FALNIOWSKI 1987; BICHAIN | WSP.
2007; FALNIOWSKI I wsP. 2009a, b). Taksonomia Bythinella jest dodatkowo obcigzona
powszechnym, lecz blednym oczekiwaniem, ze populacje znajdowane na nowych,
potencjalnie izolowanych i odleglych od znanych wczesniej stanowiskach, powinny
reprezentowac odrebne gatunki. Ignoruje si¢ natomiast zmienno$¢ osobniczg wynikajaca z
wieku, miedzygeneracyjng, czy bedaca nastgpstwem czynnikoéw siedliskowych, takich jak

roéznice W temperaturze lub dostepnos$ci pozywienia.

W badaniach nad zréznicowaniem Bythinella z terenu Butgarii wykorzystano materiat
zebrany z 15 stanowisk (w tym czterech jaskin) (H.1 OSIKOWSKI | WsP. 2015). Szes¢ z nich
byto stanowiskami typowymi (locus typicus), tj. z nich pochodzity holotypy wczesniej
opisanych gatunkéw. W analizach filogenetycznych nowo uzyskane sekwencje COI zostaty
potaczone ze znanymi wczesniej i dostgpnymi w GenBanku sekwencjami Bythinella
pochodzacymi z 8 stanowisk z Bulgarii, 12 z Rumunii oraz po 5 stanowisk z Serbii i

CzarnogOry.

Analiza COI wykazata istnienie pigciu kladow grupujacych haplotypy z terenu
Butgarii. Najwiecej haplotypow wchodzito w obreb Kladu I, ktéry obejmowat probki
pochodzace z obszaru od Rodopdw, poprzez doling rzeki Maricy, do srodkowej czeséci pasma
Starej Planiny. Klad ten charakteryzuje si¢ niskim wewngtrznym zrdznicowaniem
genetycznym (dystans p = 0,008) i, jak mozna wnioskowa¢ na podstawie miejsc pozyskania
probek, zawiera haplotypy licznych gatunkéw nominalnych: B. angelovi, B. dierkingi, B.
gloeeri, B. hansboetersi, B. ravnogorica, B. rhodopensis, B. rilaensis, B. slaveyae i B.
srednogorica. Na podstawie niskiego zroznicowania genetycznego mozna wigc wnioskowac,
ze liczba gatunkow opisanych na podstawie cech morfologicznych i anatomicznych jest w
obrgbie tego kladu przeszacowana. Klad I sgsiaduje na drzewie COI z Kladami: II (z
péinocno-zachodniej czg¢sci Bulgarii: gor Piryn oraz jaskin na terenie Rodopow, gdzie
wczesniej opisano gatunek B. stoychevae) oraz III (pojedynczy haplotyp z Rodopow,
odpowiadajacy B. gloeeri). Klad IV (haplotyp pochodzacy z potudniowo-wschodniej czeSci

kraju, z gor Strandza) umiejscowit si¢ pomigdzy dwoma referencyjnymi kladami,

7
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utworzonymi przez haplotypy z Serbii 1 Czarnogdry. Najbardziej genetycznie odrgbny od

pozostatych byt klad odkryty w jaskini Vodni Pech w p6inocno-zachodniej czes$ci Bulgarii.

Otrzymane na bazie analizy COI drzewo filogenetyczne wskazuje na odrgbno$¢ linii
ewolucyjnej Bythinella z terenu Bulgarii, Serbii i Czarnogéry od linii z terenu Rumunii.
Obliczony czas dywergencji tych dwoch kladow wynosi 7,25+1,8 min lat. Historycznym
czynnikiem geograficznym, ktéry prawdopodobnie doprowadzit do zréznicowania tych
dwoch glownych linii Bythinella na Batkanach, byta obecno$¢ Basenu Dackiego. Bylo to
ptytkie morze $rédladowe, bedace czescig Paratetydy. Wypelniato ono nizinng czgs¢ obecne;j
Bulgarii pomiedzy pasmem Starej Ptaniny a Karpatami, taczac si¢ nastepnie na zachodzie
przez Zelazng Brame z Morzem Panonskim (CLAUZON | wsp. 2005; Suc 1 wsp. 2011). Basen
Dacki utrzymywal si¢ w okresie od ok. 11 do 1,8 miIn lat temu, powodujac znaczne
ograniczenie wystgpowania Bythinella na terenie obecnej Bulgarii, a takze stanowiac

znaczaca barierg dla przeptywu genow.

Niskie zroznicowanie genetyczne w obrebie Kladu |, obejmujacego najwigcej
haplotypow, sugeruje, ze jego historia nie jest dtuga. Porownujac zréznicowanie genetyczne
w obrebie populacji z terenu Bulgarii oraz Rumunii mozna zauwazy¢, ze w Rumunii jest ono
znacznie wyzsze. To rowniez wspiera hipoteze o wyginieciu przedstawicieli Bythinella na
terenie obecnej Bulgarii w wyniku zalania wigkszos$ci jej terytorium przez Basen Dacki, a
nastepnie przez obecno$¢ lodowcow w wyzej potozonych cze$ciach kraju (ZAGORCHEV
2007). Dopiero po ustapieniu lodowcow, w pdznym plejstocenie, mozliwa byta kolonizacja

tego terenu przez imigrantow, pochodzacych najprawdopodobniej z potudnia.

Przedmiotem moich badan byla réwniez analiza zroznicowania genetycznego i
morfologicznego rodzaju Bythinella na wyspach basenu Morza Egejskiego (H.3 SZAROWSKA
I wsp. 2016b). Obszar ten, ze wzgledu na potozenie geograficzne (miejsce styku trzech
kontynentdw) oraz ztozonag histori¢ geologiczng charakteryzuje si¢ bogata i zrdéznicowang
faung 1 florg. Z tego powodu jest to interesujgce miejsce do badan filogeograficznych,
pozwalajacych odtwarza¢ skomplikowane procesy ksztattujace rozmieszczenie organizmow i
struktury genetyczne ich populacji. Organizmy, ktore tak jak Bythinella zamieszkuja zrodta
lub wody podziemne, s3 tu szczeg6lnie cieckawym obiektem badan, poniewaz ich siedliska sa
stosunkowo nietrwate, jednocze$nie w duzym stopniu izolowane, tworzac ,,wyspy na

wyspach”.
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W badaniach (H.3 SzAROWSKA | wspP. 2016b) wykorzystano nowo uzyskane probki
Bythinella z wysp Andros, Naxos, Chios, Kythira oraz z Krety, a takze pochodzace z
srddziemnomorskiej czeSci Turcji. Nalezy zaznaczy¢, ze intensywne poszukiwania
przedstawicieli tego rodzaju przeprowadzono na czternastu wyspach Morza Egejskiego,
jednak sukces osiggnieto jedynic na pigciu wymienionych powyzej. Do analiz
filogenetycznych wykorzystano tez sekwencje Bythinella z kontynentalnej Grecji, Peloponezu
oraz zachodniej Turcji (Potwysep Dilek), dostepne w GenBank. Otrzymane drzewo
filogenetyczne dla COIl przedstawia 16 glownych kladow. Najbardziej odrebny z nich
obejmuje haplotypy z $rédziemnomorskiej czesci Turcji. Oszacowany czas dywergencji
pomiedzy tym kladem a pozostatymi badanymi haplotypami wyniést 5,31+£0,51 mln lat temu,
co pokrywa si¢ z datg zakonczenia Kryzysu Messynskiego (5,96-5,33 min lat temu). Pozwala
to wnioskowa¢, ze wypetnienie basenu Morza Srédziemnego wodami Atlantyku rozdzielito te
dwie linie ewolucyjne Bythinella. Co ciekawe, haplotypy pochodzace z potwyspu Dilek w
zachodniej Turcji utworzyty oddzielny klad, jednak zdecydowanie blizszy populacjom z wysp
morza Egejskiego oraz kontynentalnej Grecji, co wskazuje, ze obszar ten zostal

skolonizowany znacznie p6zniej, prawdopodobnie z zachodu.

Czgs¢ relacji pomiedzy otrzymanymi kladami COI jest dosy¢ tatwa do interpretaciji,
poniewaz populacje znajdujace si¢ geograficznie blisko siebie sa tez blisko ze soba
spokrewnione genetycznie. Tak jest w przypadku haplotypéw uzyskanych z populacji z
wyspy Kithira — pochodzace stamtad sekwencje tworza podklad w obrgbie duzego Kladu A,
grupujacego gtéwnie haplotypy pochodzace z Peloponezu, odleglego o zaledwie 115 km.
Podobnie, haplotypy z wyspy Andros wykazuja najwyzsze podobienstwo do haplotypow z
wyspy Eubea oraz z Attyki, potoZzonych najblize;j.

Niektore z pokrewienstw filogenetycznych okazaly si¢ jednak dosy¢ zaskakujace.
Haplotypy pochodzace z wyspy Chios, lezacej przy wybrzezu Turcji, a wigc po wschodniej
czesci rowu srodkowoegejskiego, wykazujg najwyzsze pokrewienstwo z kladem grupujgcym
haplotypy z Peloponezu i Kithiry, a nie do slimakéw ze znacznie blizej lezacych stanowisk.
Podobnie, haplotypy z wyspy Naxos, lezacej posrodku Morza Egejskiego, sa blizej
spokrewnione z haplotypami z Tessalii i Epiru w kontynentalnej cze$ci Grecji niz z blizej

wystepujacymi populacjami z wyspy Andros, Eubei czy Attyki.

Interesujace wyniki otrzymano rowniez dla populacji zyjacych na Krecie. Pochodzace

stamtad haplotypy utworzyty trzy klady, nie tworzace jednej gatezi. Klad grupujacy haplotypy
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z zachodniej cze$ci wyspy, jest najblizej spokrewniony z kladem zawierajagcym haplotypy z
Kithiry i Peloponezu. Klady CR1 (wschodnia Kreta) i CR2 ($rodkowa Kreta) grupuja si¢
razem z populacjami z Attyki, Eubei i Andros. Czas dywergencji pomiedzy grupa zachodnig a
pozostatymi przedstawicielami Bythinella na Krecie ($rodkowa/wschodnia) wynosi 4,23+0,40
mln lat. Stosunkowo duze zréznicowanie genetyczne rodzaju Bythinella na Krecie nie jest
zaskakujace, poniewaz bylo juz stwierdzane u szeregu innych organizmoéw, a wynika
najprawdopodobniej ze ztozonej historii geologicznej tej wyspy. Drastyczne wahania
poziomu Morza Srddziemnego sprawialy, ze podczas niskich stanéw wody, np. w okresie
Kryzysu Messynskiego (5,96-5,33 mln lat temu) czy w srodkowym plejstocenie (0,4-0,02 min
lat temu) tylko waski przesmyk oddzielat Kret¢ od Peloponezu, stwarzajac sprzyjajace
warunki dla inwazji fauny stodkowodnej. Z kolei, przy wysokich stanach morza, tylko
najwyzej polozone czesci obecnej Krety wystawaly nad jego poziom, tworzac archipelag
matych wysepek. Obecne rozmieszczenie Bythinella na Krecie odzwierciedla t¢ sytuacje,
poniewaz przedstawiciele rodzaju zostali stwierdzeni tylko w wyzej potozonych czes$ciach
wyspy. Prawdopodobnie historia przedstawicieli tego rodzaju na wyspie jest wypadkowa
wymieran, kolonizacji i rekolonizacji w zmieniajacych si¢ warunkach klimatycznych i

hydrologicznych.

W pracy tej (H.3 SzAROWSKA 1 wsp. 2016b) badano réwniez zmiennosé
morfologiczng muszli oraz anatomi¢ narzadéw rozrodczych. Pomimo duzej zmiennosci
poszczeg6lnych cech anatomicznych 1 morfologicznych, czg¢s¢ kladow wyrdznionych na
podstawie analiz genetycznych wykazuje rowniez odrebno$¢ morfologiczng, co wspiera
wnioskowanie, ze klady te reprezentujg oddzielne jednostki taksonomiczne. Mimo to wyniki
omawianych badan potwierdzaja przewidywania, Ze same cechy anatomiczne i morfologiczne

nie sa wystarczajace dla odtworzenia filogenezy tej grupy §limakow.

Rodzaj Bythinella jest szeroko rozpowszechniony w Europie, jednak ze wzgledu na
wymagania Srodowiskowe jego rozmieszczenie nie jest rOwnomierne. Mozna wyr6zni¢
obszary, tzw. ,,hotspots”, na ktérych zréznicowanie tej grupy jest wigksze. BENKE I WSP.
(2011) wyréznili w Europie pie¢ takich miejsc, wszystkie na terenach gorzystych: w
Pirenejach, wschodnich i zachodnich Alpach oraz wschodnich i zachodnich Karpatach.
Prezentowane badania (H.3 SzAROWSKA I wsp. 2016b), w ktorych zastosowano kryteria
opisane przez BENKE | wsp. (2011), pozwolity zidentyfikowa¢ szosty hotspot Bythinella, na

terenie kontynentalnej Grecji.
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Kolejnym rodzajem, ktérego zmienno$¢ genetyczng badatem na terenie Batkanow, jest
Grossuana Radoman, 1973 (H.4 FALNIOWSKI | wsp. 2016). Liczne gatunki tych niewielkich,
zamieszkujacych zrodla §limakow, zostaly opisane jedynie na podstawie cech
morfologicznych muszli oraz morfologii pracia. Podobnie jak w przypadku przedstawionego
wczesniej rodzaju Bythinella, zastosowanie metod molekularnych byto niezb¢dne dla
weryfikacji dotychczasowej wiedzy 0 zréznicowaniu Grossuana. Badania przy uzyciu tylko
jednego markera genetycznego nie pozwalaja na jednoznaczng i pewna weryfikacje
systematyki, jednak umozliwiajg ogoélne wnioskowanie dotyczace struktury genetycznej
metapopulacji w granicach zasiegu grupy i prawdopodobnych zwigzkoéw tej struktury z

historig geologiczng regionu.

W badaniach wykorzystano okazy pochodzace z 23 stanowisk Grossuana na
Balkanach, ktére do analiz filogenetycznych potaczono z dostepnymi w GenBanku
pigtnastoma sekwencjami referencyjnymi. Otrzymane drzewo COI wskazuje na
wystepowanie dwoch gléwnych linii Grossuana: jednej grupujacej haplotypy z terenu
Bulgarii (wraz z jedyng z Rumunii, blisko granicy z Bulgaria) i drugiej, taczacej haplotypy z
terenu Grecji 1 Serbii. Oszacowany czas dywergencji migdzy dwoma gtéwnymi kladami
wynosi 3,60+0,58 mln lat temu. Domniemana geograficzna linia odgraniczajaca regiony
wystepowania tych dwoch linii przebiega przez doling rzeki Wielkiej Morawy. W okresie,
gdy obszar migdzy Goérami Batkanskimi a Karpatami wypetial Basen Dacki, aczacy si¢
przez Zelazng Brame z Morzem Panonskim, to wlaénie przez doline obecnej Morawy biegto
stonowodne potaczenie tego ostatniego z Morzem Egejskim przez tzw. Brame¢ Batkanska.
Oznacza to, ze w okresie od ok. 5,60 do 1,80 mIn lat temu przebiegala w tym miejscu
znaczaca bariera dla przeptywu genéw dla slimakow nie tolerujacych stonej wody, a takimi sg
przedstawiciele Grossuana. Co wigcej, po ustgpieniu wody morskiej, w trakcie glacjatow,

doling te wypelniaty lodowce, ktore rowniez mogly stanowi¢ istotny czynnik izolujacy.

Na podstawie otrzymanych wynikow (H.4 FALNIOWSKI | WsP. 2016) mozna wyrdéznic
na terenie Bulgarii trzy glowne grupy Grossuana: rodopska (jeden klad), strandzska (dwa
klady) oraz batkanska (trzy klady), przy czym tylko pierwsza z nich jest monofiletyczna. Za
rozdzielenie grupy rodopskiej od strandzskiej prawdopodobnie odpowiada dolina rzeki
Maricy, ktéra tworzy naturalng bariere ekologiczng. Oszacowany czas dywergencji
wszystkich szesciu kladow wynosi 1,26-1,42 min lat, co odpowiada kalabrowi w plejstocenie.
Obecne w tym okresie lodowce na terenie gor Pirin 1 Rita (ZAGORCHEV 2007) uniemozliwialy

wystepowanie tam $§limakow wodnych, stanowigc bariere dla przeptywu gendéw. Niewielkie
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zroznicowanie genetyczne Grossuana na tym terenie sugeruje, ze skolonizowany zostat on
dopiero po ustgpieniu zlodowacen. Nalezy zauwazy¢, ze wyniki te sg bardzo podobne do
przedstawionych wyzej dla butgarskich przedstawicieli rodzaju Bythinella (H.1 OSIKOWSKI |

WsP. 2015), co czyni wyciggane wnioski bardziej prawdopodobnymi.

Kolejny z badanych przeze mnie rodzajow, Pseudamnicola Paulucci, 1878, obejmuje
gatunki zamieszkujgce zroédta w Hiszpanii, Francji, Holandii, Wtoszech, na poludniowych
Batkanach, w Rumunii, Turcji, a takze na Cyprze. Podobnie jak w przypadku poprzednio
omawianych grup, systematyka Pseudamnicola wciaz opiera si¢ na cechach morfologicznych,
takich jak ksztaltt muszli (ktory jest silnie zmienny) oraz anatomii i morfologii narzadow
rozrodczych, w ktorych obrgbie cech mozna wyr6zni¢ niewiele, a w dodatku wszystkie te
cechy charakteryzuje duza zmienno$¢ osobnicza. Dane molekularne byty dostepne tylko dla
nielicznych gatunkéw, dlatego podjeto probe przeprowadzenia szerzej zakrojonych badan,
ktére pozwolityby na odtworzenie filogenezy przedstawicieli tego rodzaju na wyspach Morza
Egejskiego, przy uzyciu markeréw molekularnych. W tym celu wykorzystano zaréwno
markery mitochondrialne (COI i 16S rRNA), jak i jadrowe (18s rRNA, 28s rRNA, H3).

Slimaki zostaty pozyskane z 17 stanowisk na 7 wyspach Morza Egejskiego: Andros,
Chios, Karpathos, Naxos, Rodos, Tinos i Krecie (H.5 SZAROWSKA 1 wsp. 2016a). Otrzymane
sekwencje 18s rRNA i 28s rRNA nie wykazywaly réznic pomigdzy stanowiskami. W
przypadku markera H3, stwierdzono wystepowanie tylko dwoch haplotypow. Otrzymano
takze 61 sekwencji 16s rRNA, ktére z jednej strony nie wykazywaly zmiennosci
wewnatrzpopulacyjnej, z drugiej byty specyficzne dla konkretnych populacji, za wyjatkiem
dwoéch populacji z wyspy Andros, w ktorej obecny byt ten sam haplotyp. Najwicksza liczbe
nowych sekwencji — 151 — uzyskano dla COl. Do dalszych analiz filogenetycznych dane te
potaczono z referencjnymi sekwencjami Pseudamnicola (7 populacji z Peloponezu, Attyki
oraz wysp Kithiry i Eubei). Na drzewie filogenetycznym haplotypy te zgrupowaty si¢ w 16
kladow. Wyniki analiz przeprowadzonych metoda GMYC (the generalised mixed Yule
coalescent) oraz ABGD (automatic barcode gap discovery) pozwolity postawi¢ hipoteze, ze
kazdy z tych 16 kladow COI odpowiada oddzielnemu gatunkowi, jednak tego typu
wnioskowanie na podstawie tylko jednego zbadanego fragmentu DNA nalezy zawsze

traktowac z ostroznoscia.

Wewnatrzpopulacyjne zrdéznicowanie genetyczne U Pseudamnicola jest stosunkowo

mate, przy czym jest wigksze w populacjach zamieszkujacych kontynent 1 blisko potozone
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wyspy. Czas dywergencji kladow Pseudamnicola pochodzacych z poiocnej i $rodkowej
czesci obszaru egejskiego jest mniejszy niz 2 min lat. Dwa najwczesniej oddzielone klady
pochodza z Peloponezu (czas oddzielenia: 4,52 i 3,27 mln lat temu). Populacje z Rodos i
Karpathos tworzg klad, ktory oddzielit si¢ 2,93 mln lat temu, populacja z Krety 2,09 min lat
temu, natomiast populacje z Kithiry oraz czes¢ populacji z Peloponezu — 2,3-2,55 min lat
temu. To ze te linie ewolucyjne sg stosunkowo nowe znajduje potwierdzenie w fakcie, ze w
badanych trzech markerach jadrowych zroznicowanie genetyczne bylo bardzo niewielkie
(H3) albo nie wystepowato w ogole (18s rRNA i 28s rRNA). Wyniki te sugeruja, ze
kolonizacja wysp Morza Egejskiego przez przedstawicieli rodzaju Pseudamnicola zaszta juz
po zakonczeniu Kryzysu Messynskiego. Najbardziej prawdopodobng droga migracji byty
potaczenia ladowe migdzy wyspami, obecne szczegdlnie w pdznym pliocenie w wyniku

obnizenia poziomu morza.

Do nadrodziny Truncatelloidea nalezag nie tylko $limaki stodkowodne, jak
przedstawione powyzej Bythinella, Grossuana i Pseduamnicola, ale rowniez formy zyjace w
wodach stonawych. Czynniki ksztattujace ich rozmieszczenie sg odmienne, ze wzgledu
cho¢by na inne drogi dyspersji, jednak rozmieszczenie to réwniez uksztattowaly istotne
wydarzenia geologiczne i klimatyczne. Przyktadem sa tu §limaki z rodzaju Ecrobia. Badatem
zmienno$¢ genetyczng oraz morfologiczng tych Slimakéw z pigciu stanowisk: dwoch na
Morzu Czarnym (Jezioro Pomorie i litoral Morza Czarnego koto Konstancy) i trzech ze
wschodniej czesci basenu Morza Srodziemnego (estuaria na Eubei, w Kato Souli w Attyce i w
Itei nad Zatoka Koryncka) (H.2 OsIkowskI | wsP. 2016). Do analiz filogenetycznych uzyto
dodatkowo 17 sekwencji referencyjnych ; pochodzity one z Morza Czarnego, Morza
Srédziemnego, atlantyckiego wybrzeza Hiszpanii, Niemiec, Wielkiej Brytanii, a takze z USA,
gdzie przedstawiciel tego rodzaju zostal zawleczony w wyniku dziatalnosci cztowieka.
Analiza zmiennosci COI potwierdzita wystepowanie dwoch gatunkéw Ecrobia: E. maritima i
E. ventrosa. Populacje pochodzace z Morza Czarnego (poza jedna, o ktdrej nizej) oraz z
basenu Morza Egejskiego naleza do gatunku E. maritima; populacje znajdujace si¢ na zachod
od Morza Egejskiego naleza do gatunku E. ventrosa. Do tego drugiego nalezy tez jedna
populacja z Morza Czarnego, a konkretnie z okolic Konstancy. Oszacowany czas dywergencji
tych dwoch gatunkéw wynosi 3,30+0,23 min lat. Data ta sugeruje, ze rozdzielenie linii
ewolucyjnych Ecrobia nastgpito w pliocenie, gdy podczas zlodowacen poziom wody w
obecnych morzach Srédziemnym i Czarnym obnizat sie co najmniej 0 150 m, co prowadzito

do zamknigcia potagczenia migdzy tymi dwoma basenami przez cie$ning Bosfor 1 Morze
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Marmara. Otrzymane wyniki pozwalajg przypuszczac, ze to rozdzielenie Morza Czarnego od
Morza Srédziemnego doprowadzito do niezaleznej ewolucji dwoch linii Ecrobia — w Morzu
Czarnym E. maritima, a w Morzu Srédziemnym E. ventrosa. Obecnie obserwowane
rozmieszczenie, z E. maritima obecng réwniez w basenie Morza Egejskiego, mozna
tlumaczy¢ pozniejsza migracja tego gatunku z Morza Czarnego. Bosfor i Morze Marmara
stanowig naturalng barier¢ dla wielu organizmow. Przeplyw wody przez cie$ning Bosfor jest
ograniczony i dwukierunkowy — goérny prad, o mniejszym zasoleniu i nizszej temperaturze
skierowany jest w kierunku Morza Marmara, wigc mozliwy w nim jest bierny transport
$limakéw przystosowanych do zycia w wodach stonawych (a takimi jest Ecrobia). Prad
przeciwny, tworzony przez cieplejsze i silniej zasolone wody, biegnie ponizej i wpada
bezposrednio do strefy beztlenowej Morza Czarnego, co czyni bierny transport slimakéw w
tym Kkierunku znacznie mniej prawdopodobnym. Zaskakujacym wynikiem badan jest
stwierdzenie pojedynczej populacji E. ventrosa na obszarze Morza Czarnego, w okolicach
Konstancy. Jej obecno$¢ moze by¢ wynikiem biernego transportu §limakow przez ptaki (ktore
to zjawisko bylo wielokrotnie stwierdzane u $limakow ), lub w wyniku dziatalno$ci

czlowieka.

Kolejnym interesujacym wynikiem prezentowanych badan nad Ecrobia jest
wykazanie wysokiej odrebnosci genetycznej populacji E. maritima zamieszkujacej jezioro
Pomorie. Jest to zbiornik o powierzchni ok. 8,5 km?, oddzielony od Morza Czarnego waska
mierzej3. Utrzymuja si¢ w nim bardzo specyficzne warunki fizykochemiczne, m.in. bardzo
duzy gradient zasolenia (wynoszacy od 1 do 140%0) (HIEBAUM 2010). Analiza zmiennoS$ci
COI wykazata, ze populacja E. maritima rézni si¢ znacznie genetycznie od populacji tego
gatunku z okolic Burgas, odlegtej o zaledwie 20 km, gdzie chemizm wody jest juz typowy dla
litoralu Morza Czarnego. Sugeruje to, ze przeplyw gendéw pomiedzy populacja E. maritima z
jeziora Pomorie a innymi populacjami tego gatunku jest skrajnie ograniczony.
Prawdopodobnie specyficzne warunki $rodowiskowe panujace w jeziorze Pomorie
doprowadzily do ewolucji lokalnych adaptacji, ktére ograniczaja lub uniemozliwiaja
efektywng kolonizacje przez te Slimaki litoralu czarnomorskiego, a podobnie osobniki
litoralne nie sg w stanie efektywnie kolonizowac¢ tego jeziora. Nalezy jednak doda¢, ze cechy
morfologiczne E. maritima z populacji z jeziora Pomorie, takie jak ksztalt muszli i morfologia
meskich narzadow rozrodczych, nie wykazuja istotnych réznic w poréwnaniu z populacjami
tego gatunku spoza jeziora. Oczywiscie jezioro Pomorie jest za mtodym akwenem aby mogto

w nim doj$¢ do wytworzenia tak znacznej odrebnosci genetycznej, a jedynie pelni funkcje
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refugium dla przedstawicieli kladu, ktéry powstal i ewoluowal gdzie§ indziej w trakcie

burzliwych dziejoéw wod ponto-kaspijskich.

Kolejna praca poswigcona jest filogenezie Truncatelloidea zamieszkujacych jaskinie
na terytorium Butgarii (H.6 OSIKOWSKI 1 wWsP. 2017). Izolacja i mate zr6znicowanie siedlisk
oraz specyficzne warunki $rodowiskowe, prowadzace do powstawania szczegolnych
adaptacji, czynig organizmy jaskiniowe bardzo cickawymi obicktami do badan ewolucyjnych
i ekologicznych. Wsér6d wodnych zwierzat jaskiniowych Batkanoéw, spedzajacych swoj caty
cykl zyciowy w wodzie (czyli tzw. stygobiontéw), znaczaca grupg¢ stanowia migczaki
nalezace do Truncatelloidea. Sg one jednak wcigz bardzo stabo zbadane, przede wszystkim ze
wzgledu na trudng dostgpnos¢ ich siedlisk. Czesto jedynym dostepnym materiatem sg puste
muszle, wyptukane przez ptynaca wod¢ na zewnatrz jaskin. W zwigzku z tym, uzyskanie
wystarczajacej liczby osobnikéw do przeprowadzenia genetycznych badan populacyjnych jest

trudne.

Udato si¢ zebra¢ okazy Trunctelloidea =z 13 jaskin na terenie Bulgarii (H.6
OsIkowskKI 1 wsP. 2017). Okazy te nie reprezentowaty przedstawicieli rodzajow Bythinella i
Grossuana, ktorych jaskiniowe populacje byly badane wczesniej (H.1 OSIKOWSKI | WSP.
2015; H.4 FALNIOWSKI | wsP. 2016). Celem badan byto sprawdzenie, czy $limaki te tworza
grupe monofiletyczng oraz jaki mégt by¢ mozliwy scenariusz powstania form jaskiniowych
na tym terenie. W tym celu przeprowadzono badania filogenetyczne przy wykorzystaniu
markerow mitochondrialnych (COI) oraz jadrowych (H3, 18S rRNA, 28S rRNA). Podstawg
dalszego wnioskowania, podobnie jak w wcze$niej opisanych badaniach, byta gtéwnie analiza
COl. Otrzymano 25 sekwencji tego markera, ktore do dalszych analiz filogenetycznych
zostaty wykorzystane wraz z sekwencjami blisko spokrewnionych §limakoéw, wystepujacych
na terenie Batkanow. Na drzewie COI formy jaskiniowe utworzyly oddzielny klad,
podzielony na sze$§¢ podkladow: Balkanica/Balkanospeum, Devetakia, Cavernisa,
Pontobelgrandiella, Devetakiola i Stoyanovia. Wzajemne relacje poszczegdlnych podkladow
pozostaja nierozwigzane i nalezy je traktowac jako jedng duza politomie, najprawdopodobniej
twarda, czyli odzwierciedlajaca ten sam czas specjacji przodkéw wszystkich tych kladow, a
nie niekompletno$¢ danych. Czas dywergencji ,.kladu jaskiniowego” od siostrzanego kladu

grupujgcego pozostate Sadlerianinae wynosi 6,75+0,8 min lat temu.

Otrzymane wyniki jasno wskazuja, ze wszystkie zbadane jaskiniowe formy

Truncatelloidea tworzg jeden klad. Co jest istotne, klad ten nie zawiera zadnej formy zyjacej
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na powierzchni, poza jednym wyjatkiem, ktorym jest Pontobelgrandiella. Wystepuje ona w
jaskiniach, jednak pojedyncze zywe osobniki znajdowane sg roéwniez poza jaskiniami, w
wyptywajacych z nich zrédtach (RYSIEWSKA 1 wsP. 2016). Nie jest jasne, czy te osobniki sg
przystosowane do zycia poza jaskiniami, czy tez sg tylko przypadkowo wyptukiwane i szybko
ging. Faktem jest, ze badania genetyczne, w ktorych rowniez uczestniczylem (RYSIEWSKA |
wsp. 2016) wskazaly na niska zmienno$¢ pomigdzy szesnastoma zbadanymi populacjami
Pontobelgrandiella (dystanse p: 0,007-0,015). Moze to wskazywaé na stosunkowo niedawng

kolonizacje srodowiska jaskiniowego przez ten rodzaj.

Wyniki zawarte w pracy (H.6 OsIKowskl | wsp. 2017) pozwalajg na pewne
wnioskowania dotyczace mozliwego scenariusza kolonizacji jaskin. Istnieja dwie
alternatywne hipotezy, probujace wyjasni¢ mechanizm powstawania form jaskiniowych
(JUAN 1 wsp. 2010). Pierwsza z nich, hipoteza ,reliktu klimatycznego” (climatic-relict),
zaktada ze przedstawiciele populacji zyjacych na powierzchni, posiadajacy pewne
preadaptacje do zycia pod ziemia, znajduja schronienie w jaskiniach, stopniowo je
kolonizujgc. Kolejnym etapem jest wyginigcie populacji powierzchniowych (np. w efekcie
drastycznych zmian klimatycznych), co sprawia, ze pomigdzy jaskiniowymi populacjami
zanika przeptyw gendw 1 dalej ewoluuja one juz niezaleznie, w izolacji. Hipoteza
alternatywna jest teoria ,,modyfikacji adaptacyjnej” (adaptive shift). Wedtug niej, pierwotnie
powierzchniowe organizmy aktywnie kolonizuja jaskinie w poszukiwaniu nowych siedlisk i
zasobéw, ewoluujac w  warunkach cigglego przeptywu genow z  populacjami
powierzchniowymi. Zastosowanie tych teoretycznych przewidywan dla rzeczywistych
przyktadow biologicznych nie jest tatwe. Nalezatoby oczekiwac, ze jezeli zadziatat pierwszy
scenariusz (,,relikt klimatyczny”), stwierdzone populacje jaskiniowe powinny wystepowac
bez strefy kontaktu z blisko filogenetycznie spokrewnionymi formami powierzchniowymi.
Alternatywnie,  allopatryczne = wystgpowanie  blisko  spokrewnionych  taksonow
powierzchniowych 1 jaskiniowych sugerowatoby zajscie mechanizmu ,,modyfikacji
adaptacyjnej”. Nasze wyniki nie pozwalaja jednoznacznie okresli¢, ktory mechanizm jest
bardziej prawdopodobny w przypadku jaskiniowych kladow Truncatelloidea z Bulgarii.
Jednak wydaje si¢, ze bardziej prawdopodobnym jest scenariusz ,reliktu klimatycznego”,
poniewaz wszystkie klady taczace populacje jaskiniowe wyewoluowaty stosunkowo dawno
(ok. 7 mln lat temu) i w podobnym okresie, a poza jednym mozliwym wyjatkiem
(Pontobelgrandiella), nie stwierdzono parapatrycznych populacji powierzchniowych.
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Najwazniejsze wyniki prowadzonych przeze mnie badan nad filogeografiag
Truncatelloidea, w tym tych skladajacych si¢ na osiagnigcie habilitacyjne, zebratem i
przedstawitem w artykule przegladowym (H.7 Osikowskl 2017). Podsumowujac, moje
glowne osiggniecic naukowe znaczgco poszerzylo stan wiedzy dotyczacej filogeografii i
filogenezy $limakéw wodnych z nadrodziny Truncatelloidea na wyspach Morza Egejskiego,
Batkanach i w basenie Morza Czarnego. Stan wiedzy na temat rozmieszczenia taksonow
takich jak Bythinella, Pseudamnicola, Grossuana oraz Ecrobia zostal poszerzony o nowe
stanowiska. Co istotne, otrzymane z tych stanowisk dane genetyczne (sekwencje markerow
genetycznych, gtownie COI) byly analizowane wraz z dostgpnymi w GenBank sekwencjami
pochodzacymi z innych stanowisk, €O poszerzylo wnioski. Poréwnanie otrzymanych
filogenez ze stanem wiedzy o historii geologicznej regionu pozwolilo na powigzanie
rozmieszczenia 1 pokrewienstw z waznymi wydarzeniami, takimi jak Kryzys Messynski czy
zlodowacenia plejstocenskie. Waznym osiggnigciem byto tez pierwsze kompleksowe
zbadanie fauny jaskiniowej Truncatelloidea, wykazujace odrebno$¢ ewolucyjng tej linii

wzgledem form powierzchniowych.

5. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo - badawczych.

Prace skladajace si¢ na moje tzw. osiaggnigcie habilitacyjne nie sa jedynymi, w ktorych
realizowalem zainteresowania naukowe zwigzane z filogenezg $limakow wodnych.
Uczestniczylem w badaniach nad filogeografia $limakow z rodzaju Kerkia, w ktorych
potwierdzono na bazie danych molekularnych odrebnos¢ Kerkia od rodzaju Hauffenia, mimo
bardzo niewielkich réznic morfologicznych 1 anatomicznych pomigdzy tymi taksonami
(RYSIEWSKA | wsp. 2017). Interesujacym wynikiem tych badan bylo takze stwierdzenie
introgresji mMtDNA Hauffenia z obszaru Centralnej Stowenii do populacji Kerkia z centralnej i

potudniowej Chorwacji.

Jestem wspotautorem pracy (GEORGIEV | WSP. 2017) dotyczacej morfologii I anatomii
jaskiniowych przedstawicieli Truncatelloidea z terenu Butgarii, badanych molekularnie w
ramach omawianej wczesniej pracy (H.6 OsIKowsKI I wsp. 2017). Praca ta zawiera m.in. opis

dwoch nowych rodzajow: Devetakiola Georgiev, 2017 oraz Stoyanovia Georgiev, 2017.
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Bralem takze udzial w badaniach nad rodzajem Pseudorientalia Radoman, 1983,
znanego wczesniej jedynie z terytorium Turcji. Wraz z wspolpracownikami opisaliSmy nowe
stanowiska tego rodzaju na wyspie Samos (SZAROWSKA 1 wsp. 2014a) oraz wyspach Lesbos i
Chios (SzAROWSKA 1 WsP. 2014b). Badania molekularne tych populacji przy uzyciu markeréw
COI 1 16s rRNA wykazaly niewielka (w wypadku 16s rRNA brak) zmienno$¢
wewnatrzpopulacyjna i wysoka zmienno$¢ miedzypopulacyjng. Analiza obydwu markerow
data w wyniku drzewa filogenetyczne, na ktérych kazda z trzech populacji wyspowych
tworzyla oddzielny klad. Wysokie dystanse p miedzy kladami (0,105-0,133) pozwalajg
przypuszczaé, ze na kazdej z badanych wysp zyje oddzielny gatunek Pseudorientalia.
Ponadto genetyczne zroznicowanie jest tak wysokie, ze musialo powsta¢ znacznie wczesniej

niz powstaty te wyspy.

Interesujgce  wyniki otrzymano w badaniach nad kolejnymi przedstawicielami
Truncatelloidea — rodzajem Heleobia Stimpson, 1865 na Krecie (SZAROWSKA | wsp. 2014c).
Badania genetyczne wykazaly zaskakujaco niski poziom zmienno$ci we wszystkich trzech
badanych populacjach — znaleziono tylko dwa haplotypy COI, réznigce si¢ jedng substytucja
nukleotydowag. Co wigcej, poroéwnanie otrzymanych sekwencji z sekwencjami innych
nominalnych gatunkow Heleobia z kontynentalnej Europy wykazaly bardzo niewielkie
zréznicowanie genetyczne (dystans p = 0,008), co sugeruje, ze pie¢ gatunkow tego rodzaju
opisanych na podstawie cech morfologicznych i anatomicznych w rzeczywistosci zapewne

reprezentuje jeden gatunek biologiczny.

Bralem rowniez udzial w badaniach nad przedstawicielami rodzaju Daphniola
Radoman, 1973 na wyspach Morza Egejskiego. Do 2012 rodzaj ten byl uwazany za
endemiczny dla Grecji kontynentalnej (RADEA 1 wsp. 2013). Wtedy jednak pojedynczy
osobnik zostal odkryty na wyspie Chios, a trzy mtodociane na wyspie Rodos (SZAROWSKA 1
wsp. 2014d). Morfologia muszli znalezionych osobnikow byla typowa dla Daphniola.
Badania COI ujawnity dwa haplotypy tego markera — po jednym na kazdej z wysp. Analizy
filogenetyczne wykazaty, ze pomimo duzego dystansu geograficznego pomi¢dzy tymi dwoma
wyspami, zroznicowanie genetyczne miedzy populacjami Daphniola jest niewielkie (dystans
p = 0,005), a szacowany czas dywergencji to zaledwie 0,24 mln lat. Sugeruje to, ze wyspy te,
lezace w wschodniej czesci Morza Egejskiego, zostaly skolonizowane stosunkowo niedawno.
Przewidywania te potwierdza topologia drzewa COI, na ktérym haplotypy z Rodos i Chios
grupuja si¢ z D. louisi (FALNIOWSKI I SZAROWSKA 2000) z Attyki, a oszacowany czas

rozdzielenia to 2,81+0,86, czyli dtugo po zakonczeniu Kryzysu Messynskiego.
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Kolejnymi badanymi przy moim udziale przedstawicielami Truncatelloidea byty dwa
gatunki z rodzaju Islamia Radoman, 1973: I. zermanica i |. valvataeformis (BERAN I WsP.
2016). Wykazano nie tylko odrebnos¢ morfologiczna, ale rowniez, po raz pierwszy, takze
genetyczna (COI) tych dwoch gatunkéw. Ponadto, w przypadku I. valvataeformis wykazano
nowe dla nauki stanowisko tego gatunku w Slime (Chorwacja), stosunkowo odlegle od
jedynego wczesniej znanego miejsca jego wystepowania w Vrelo Bosne k. Sarajewa (Bos$nia i

Hercegowina).

Swoje zainteresowania naukowe dotyczace badan nad filogeneza organizmoéw przy
zastosowaniu technik analizy DNA realizowatem réwniez biorgc udzial w analizach pelnych
sekwencji genomoéw mitochondrialnych kilku gatunkow zab zielonych (Pelophylax). Badania
te umozliwily m. in. otrzymanie pierwszych, bardzo dobrze potwierdzonych drzew
filogenetycznych dla rodzaju Pelophylax. Jednym z badanych gatunkow byt P. cretensis,
ktérego uzyskany genom (HOFMAN | wsP. 2016a) byt pierwszym kompletnym (zawierajacym
rowniez region kontrolny - CR) genomem mitochondrialnym zsekwencjonowanym dla zab
zielonych zachodniej Palearktyki. Genom ten posiadal typowy dla innych ptazéw z grupy
Neobatrachia uktad genéw, jednak dywergencja pomigdzy gatunkami kontynentalnymi (P.
ridibundus, P. lessonae) a P. cretensis byta znaczna (odpowiednio 8,0 i 12,6%). Jednocze$nie
genom ten jest podstawa do dalszych filogenetycznych analiz Zab zielonych, gdyz moze
stanowi¢ jeden z punktow kalibracyjnych zegara molekularnego. Gatunek ten jest endemitem
Krety, a wigc podobnie jak dla wezesniej opisywanych gatunkow/populacji Slimakow z Krety,
znany jest czas rozdzielenia populacji wyspowych i kontynentalnych.

Zsekwencjonowano réowniez genomy mtDNA dla innych gatunkéw Pelophylax: P.
cypriensis z Cypru, oraz P. epeiroticus, P. kurtmuelleri i P. shqgipericus, wystepujacych na
Batkanach (HOFMAN 1 wsp. 2016b). Nowo uzyskane genomy mitochondrialne wraz z danymi
uzyskanymi we wczesniejszych badaniach pozwolily na przeprowadzenie doktadnych i
obarczonych matym btgedem analiz filogenetycznych. Wykryto dwie gtéwne linie ewolucyjne
zab zachodniej Palearktyki. Do pierwszej - “‘ridibundus/bedriagae’’ naleza: P. ridibundus, P.
kurtmuelleri, P. cypriensis, P. cretensis oraz P. epeiroticus. Druga linia - ‘‘lessonae’’ -

obejmuje P. lessonae i P. shqipericus.

Istotnym elementem mojego dorobku naukowego sa prace poswigcone roéznym
aspektom biologii rozrodu traszek (Urodela, Amphibia). Rozrod tych zwierzat ma miejsce w

wodzie. Wystepuje u nich zaptodnienie wewnetrzne, jednak samce nie posiadajg narzadow
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kopulacyjnych, a plemniki przekazywane sg samicom posrednio w formie pakietow, tzw.
spermatoforow, skladanych przez samce na dnie zbiornikdow wodnych w trakcie
skomplikowanego tanca godowego. Po pobraniu przez samice wargami kloaki spermatoforu,
plemniki przedostajg si¢ do spermateki i tam sg sktadowane przez dluzszy czas, bedac

wykorzystywanymi do zaptadniania jaj sktadanych p6zniej juz bez obecnosci samca.

Przeprowadzitem badania nad traszkg karpacka (Lisstriton (Triturus) montandoni),
aby przetestowaé hipotez¢ o mozliwym znaczeniu adaptacyjnym wielokrotnych kojarzen
samic (czyli poliandrii) (Osikowskl | RAFINSKI 2001). W tym celu poréwnano sukcesy
rozrodcze samic kojarzonych w trakcie sezonu rozrodczego z jednym lub z wieloma samcami.
Okazalo sie, ze samice kojarzone tylko jeden raz produkowaty w ciggu sezonu rozrodczego
mniej jaj 1 mialy wyzszy procent nie rozwijajacych si¢ jaj w pordwnaniu z samicami
poliandrycznymi. Eksperyment ten wykazat, ze przynajmniej w przypadku traszki karpackiej,
kojarzenie si¢ z wigcej niz jednym samcem jest strategia adaptacyjna i1 zwigksza sukces

rozrodczych samic poliandrycznych.

Przedmiotem moich zainteresowan badawczych byto réwniez mechanizm sktadowania
plemnikow w spermatece samicy traszki gorskiej (Ichtyosaura alpestris). Testowano
hipotezg, ze w sytuacji, gdy samica kojarzy si¢ z wigcej niz jednym samcem, plemniki od
poszczegbdlnych partneréw nie mieszajg si¢ migedzy sobg w kanalikach spermateki (RAFINSKI I
OsikowskI 2002). Eksperyment ten nie wykazat wystepowania dominacji ktoregokolwiek z
ojcow w potomstwie samic poliandrycznych. Nie stwierdzono réwniez wystepowania
seryjnego ojcostwa nawet w porcjach jaj skladanych w niewielkich odstepach czasu, co
wskazuje, ze plemniki pochodzace od roznych partneréw danej samicy mieszajg si¢ w

Spermatece samicy lub pdzniej, w momencie zaptadniania sktadanych jaj.

Przeprowadzitem réwniez eksperyment majacy na celu poszerzenie wiedzy na temat
mechanizmu transportu plemnikow do spermateki samic traszki gorskiej (. alpestris)
(OsikowskI 2007a). Badajagc zawarto$¢ samic traszek gorskich, inseminowanych sztucznie
pod narkozg w warunkach laboratoryjnych, stwierdzono obecnos$¢ plemnikéw w
spermatekach 9 z 10 samic inseminowanych spermatoforami, ale tylko u jednej z 8 samic
inseminowanych zawartos$cig nasieniowodow pobranych od samcow. Wyniki eksperymentu
wskazuja wiec, ze skladniki spermatoforu powstajace w kloace s3 niezbedne dla udanego

transportu plemnikéw do spermateki. Drugie mozliwe wytlumaczenie obserwowanych
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wynikow jest takie, ze plemniki obecne w nasieniowodach nie sg w peilni mobilne 1 dlatego

nie udaje im si¢ dotrze¢ do spermateki samicy.

Przedmiotem moich badan byta réwniez komunikacja feromonalna, odgrywajaca duze
znaczenie w godach traszek 1 moggca odgrywaé wazng role w powstawaniu prezygotycznej
izolacji rozrodczej u hybrydyzujacych w warunkach naturalnych gatunkow traszek:
zwyczajnej (Lissotriton vulgaris) i karpackiej (L. montandoni) (Osikowskl 1 wsp. 2008).
Wykorzystujac cDNA pozyskane z gruczoldéw dorsalnych samcéw tych dwoch gatunkow,
udato nam si¢ namnozy¢ i zsekwencjonowaé prekursory domniemanych biatkowych
feromondéw godowych: pig¢ réznych u traszki zwyczajnej i trzy u traszki karpackiej
(OsikowsKI I wsP. 2008). Dostarczyto to dowodow na to, ze w gruczotach dorsalnych

obydwu gatunkéw podlega ekspresji wiecej niz jeden gen kodujacy biatka feromonalne.

Role feromonéw godowych w hybrydyzacji pomiedzy gatunkami siostrzanymi:
traszkg zwyczajna 1 traszkg karpackg badalem rowniez w aspekcie behawioralnym
(OsikowskI 2012). W swoich badaniach wykazalem, ze tej parze gatunkow wystepuje
asymetrycznosc preferencji samic wobec feromonow godowych samcéw gatunku wiasnego i
siostrzanego, z ktérym hybrydyzuja. W testach wyboru, przy wykorzystaniu ekstraktow z
produkujacych feromony godowe gruczotéw dorsalnych samcow traszek, samice traszki
zwyczajnej nie byly selektywne, spedzajac podobny czas przy zrodle homo- i
heterospecyficznego feromonu. Dla odmiany, samice traszki karpackiej wykazywaty
wybiorczosé, spedzajac wiecej czasu przy zrodle feromonu wiasnego gatunku. Wyniki te
potwierdzity wczesniejsze obserwacje dotyczace innych aspektow biologii rozrodu tych
dwoéch  gatunkow, sugerujacych, ze w  przypadku dochodzenia do kojarzen
miedzygatunkowych, czesciej mozliwe jest kojarzenie ,,samica traszki zwyczajnej x samiec t.

karpackiej” niz ,,samica t. karpackiej x samiec t. zwyczajnej”.

Czegscig badan nad biologig rozrodu traszek bylo réwniez opisanie, po raz pierwszy W
literaturze naukowej, budowy anatomicznej kloaki samca traszki karpackiej (Lissotriton
montandoni) (OsIkowskKI | CIERNIAK-ZUZIA 2013). Na podstawie badan przy zastosowaniu
metod mikroskopii $wietlnej wykazano, ze anatomia tej czgsci ciata samca traszki karpackiej
jest bardzo zblizona do budowy blisko spokrewnionych gatunkow, w tym siostrzanej traszki
zwyczajnej (L. vulgaris), z ktora hybrydyzuje. Stwierdzono obecnos¢ czterech rodzajow
gruczotow kloaki, silnie rozwinietych w trakcie sezonu rozrodczego. W poroéwnaniu z traszka

zwyczajng, ktorej kloaka zostata opisana wczesniej (SEVER | WSP. 1990), jedyng stwierdzong
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roéznicg jest obecno$¢ u traszki karpackiej dwoch skupisk gruczolow brzusznych (ventral

glands) — przednich i tylnych. Podziat ten nie wystepuje u traszki zwyczajnej.

Moje zainteresowania badawcze obejmujg rowniez monitoring herpetologiczny. W
ramach takich prac dokonalem m.in. pierwszych opublikowanych obserwacji dotyczacych o

zimowaniu larw traszki gorskiej (. alpestris) na terenie Gorcow (OSIKOWSKI 2014).

Swoje umieje¢tnosci dotyczace wykorzystania metod molekularnych do analizy
ojcostwa, nabyte w trakcie studiow doktoranckich, wykorzystatlem biorgc udziat w badaniach
genetycznych nad zagadnieniem wielokrotnych kojarzen samic mrowek z gatunku Myrmica
scabrinodis (SLIWINSKA 1 wspP. 2008). Ustalono w nich, ze Szacowana proporcja samic
poliandrycznej w 20 badanych gniazdach wynosita 0,71, co pozwala na uznawanie poliandrii

u badanego gatunku za zjawisko powszechne.

Podsumowujac, moj obecny dorobek naukowy obejmuje 19 prac z Listy A
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (ich sumaryczny Impact Factor wynosi 26,153)
oraz 8 z listy B MNiSW. Sumaryczna liczba zgromadzonych punktéw wg. punktacji MNiSW
za rok publikacji wynosi 458. Moj indeks Hirscha wynosi 4, a liczba cytacji prac, ktorych
jestem autorem lub wspolautorem, wynosi 83. Jestem autorem lub wspotautorem 14
krajowych 1 zagranicznych doniesien konferencyjnych — w 12 z nich bylem autorem
prezentujacym. Bylem kierownikiem dwoéch grantdow przyznanych przez Komitet Badan
Naukowych, w dwodch kolejnych bylem wykonawcg. W roku 2016 otrzymalem nagrode

zespolowa III stopnia Rektora UJ za dziatalno$¢ naukowa.

6. Omowienie dzialalnosci dydaktycznej, organizacyjnej i popularyzatorskiej.

Obok aktywnosci naukowo-badawczej, prowadzilem takze intensywng dziatalnosé
dydaktyczng oraz organizacyjng. W trakcie pracy na Uniwersytecie Jagiellonskim
prowadzitem ¢wiczenia z kursow: ,.Zoologia kregowcow” (¢wiczenia oraz ¢wiczenia
terenowe), ,,Ewolucjonizm”, ,,Anatomia poréwnawcza kregowcow”, , Histologia”, a takze
»Proseminarium”. W latach 2010-2013 prowadzilem réwniez wyklady i ¢wiczenia z kursu
»Zoologia-krggowce” oraz ¢wiczenia terenowe z kursu ,,Fauna kregowcoOw” w Podhalanskiej

Panstwowej Wyzszej Szkole Zawodowej w Nowym Targu.
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Po zmianie miejsca zatrudnienia na Uniwersytet Rolniczy prowadze ¢wiczenia z
kursow: ,,Anatomia zwierzat”, ,,Anatomia funkcjonalna zwierzat i cztowieka”, ,,Kynologia”, a
takze wyktady i ¢wiczenia z kursow: ,,Anatomia porownawcza zwierzat” oraz ,,Anatomia i
histologia uktadéw rozrodczych zwierzat domowych i laboratoryjnych”. Nalezy zaznaczy¢, ze
pracujac na Uniwersytecie Rolniczym, kazdego roku prowadze zajecia w wymiarze godzin
znacznie przekraczajacym pensum na swoim stanowisku. Bylem promotorem szes$ciu prac

magisterskich i 18 licencjackich.

Swojej dziatalno$ci dydaktycznej nie ograniczatem do prowadzenia zaje¢ na poziomie
akademickim. W ramach popularyzacji wiedzy prowadzitem zajecia dydaktyczne dla
licealistOw w ramach programu Wspolpracy z V Liceum Ogodlnoksztalcacym w Krakowie
(lata 2014 1 2015) oraz eksperymentalnych zaje¢ transmitowanych przez Internet do szkot
srednich w ramach programu Matopolska Chmura Edukacyjna (2015). W latach 2013 i 2015

przygotowywatem i1 prowadzilem rowniez zajgcia w ramach Uniwersytetu Dziecigcego.

Bratem réwniez aktywny udzial w organizacji i prowadzeniu Matopolskiej Nocy
Naukowcoéw w latach 2013-2015, w roku 2015 petniac funkcje koordynatora instytutowego w
Instytucie Zoologii Uniwersytetu Jagiellonskiego. W latach 2008-2012 petnilem funkcje
przedstawiciela niesamodzielnych nauczycieli akademickich w Radzie Instytutu Zoologii UJ.
Obecnie uczestnicze jako cztonek w pracach Komisji ds. Dydaktycznych 1 Studenckich
Wydziatu Hodowli 1 Biologii Zwierzat Uniwersytetu Rolniczego im. H. Koltataja w Krakowie
(kadencja 2016-2020).

M¢j dorobek popularyzatorski obejmuje rowniez trzy artykuly przegladowe w
czasopiSmie Wszechswiat (OsIKOwskl 1998; Osikowskl I HOFMAN 2005; HOFMAN |
OsikowskKI 2005), jeden w czasopismie Przeglad Zoologiczny (OsIkowsKl 2007b), a takze
autorstwo ok. 250 haset z dziedziny anatomii w Encyklopedii Powszechnej 8-tomowej
(Osikowski 2002).
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