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Informacja na temat procedur i analiz genetycznych wykonywanych na
potrzeby projektu ,Powrot rysia do péinocno-zachodniej Polski”
realizowanego przez Zachodniopomorskie Towarzystwo Przyrodnicze (ZTP)

Rys jest szczytowym drapieznikiem i poprzez regulacje liczebno$ci swoich ofiar
zwieksza stabilno$¢ ekosystemoéw. Jego przywrdcenie na tereny Europy przyczynia
sie do zmniejszenia iloSci szkdd powodowanych przez sarny w lasach i na polach
uprawnych. Wieksza liczba populacji naturalnych oraz duza liczba osobnikéw w
populacjach rysi zwieksza szanse na przetrwanie tego gatunku, ktéry po okresie
eksterminacji odradza sie w Europie w ciggu ostatnich kilku dziesiecioleci.
Dotychczasowe badania naukowe wykazaty, ze populacje tego drapieznika
charakteryzuje mata zmienno$¢ genetyczna oraz duze réznice miedzy izolowanymi
populacjami w Europie (Ratkiewicz i in. 2012, 2014, Rueness i in. 2014). Co wiecej,
najnowsze badania genomowe potwierdzity te wyniki i wskazaty, ze populacja
karpacka rysi jest odrebna od tzw. populacji nizinnej (Lucena-Perez i in. 2020).
Dlatego tez na potrzeby reintrodukcji rysi w pétnocno-zachodniej Polsce wszystkie
osobniki byty poddane badaniom genetycznym na Wydziale Biologii Uniwersytetu w
Biatymstoku w celu przypisania ich do genetycznie odrebnych populacji tego
gatunku oraz do ustalenia stopnia pokrewienstwa miedzy rysiami z ogrodéw
zoologicznych. Badania te miaty za zadanie dostarczy¢ informacji, ktére pozwolityby
na wypuszczanie rysi wytacznie z tzw. ,nizinnej” populacji. Natomiast w przypadku
stwierdzenia, Ze dwa osobniki r6znej ptci sa ze sobg spokrewnione - wypuszczania
ich z dala od siebie, w odleglych kompleksach leSnych, by nie dochodzito do kojarzen
krewniaczych. Cele te osiggnieto poprzez analize sekwencji regionu kontrolnego w
mitochondrialnym DNA i genotypowanie rysi w starannie dobranych 20 loci
mikrosatelitarnych (wyniki wykonane za ich pomocg sg kompatybilne z danymi
genowymi) wraz z genetyczng identyfikacja ptci u ponad 120 osobnikéw Lynx lynx.
Poniewaz analizowane proby pochodzity z przyzyciowo pobranych préobek
wtosowych, traktowano je jak proby nieinwazyjne i kazdg analize powtarzano 4-6
razy, by mie¢ pewnos¢, ze uzyskano prawidtowy genotyp i by wyeliminowac btedy w
genotypowaniu. By nie dopusci¢ do kontaminacji obcym DNA stosowano koncowki
do pipet z filtrem, kontrole izolacji DNA, kontrole negatywne reakcji PCR. Reakcje
sekwencjonowania mtDNA przeprowadzano w obu kierunkach. Uzyto wysokiej klasy
odczynnikéw i zestawow (Qiagen, Germany, BDT 3.1, Thermo Fisher) i pracowano
na termocyklerze GenAmp 9700 (ABI) i sekwenatorze ABI3130, by zapewni¢ wysoka
jako$¢ wynikow. Uzyskane sekwencje przyrownano do sekwencji cr mtDNA rysi
zdeponowanych w GenBanku oraz do posiadanej przez realizujacych badania
genetyczne wtasnej bazy danych kilkuset rysi z Eurazji. Haplotypy poszczeg6lnych
rysi przypisano zdefiniowanym wczeS$niej wariantom genetycznym mtDNA, a w
przypadku nowych - okres$lono ich pokrewienstwo filogenetyczne ze znanymi
wariantami genetycznymi. Wszystkie genotypy i sekwencje na biezgco udostepniano
ZTP. Analizy mikrosatelit umozliwity przypisanie kazdego badanego rysia do
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populacji Zrédtowej za pomoca analiz PCA (Principal Component Analysis) oraz
DAPC (Discriminative Analysis of Principal Components). Obie analizy daty bardzo
zbliZzone wyniki i np. okazato sie, Ze 8 z badanych osobnikéw nalezato do linii
karpackiej, w efekcie nie byty one rekomendowane do reintrodukcji (np. Goliath i
jego siostra Gotha). Analiza mikrosatelit pozwolita tez wykry¢ pary rodzic-potomek,
rodzenstwo i kuzynéw. Osobniki takie nie byty rekomendowane do kojarzen ze soba
i nie byty wypuszczane na tym samym obszarze. Analizy wykonali dr Maciej
Matosiuk i prof. Mirostaw Ratkiewicz, ktérzy posiadajg wieloletnie doswiadczenie w
badaniach z zakresu genetyki populacji, biologii molekularnej i filogenetyki ssakow,
w tym rysi oraz w ostatnich 10 latach uczestniczyli w doniostych badaniach z
zakresu genetyki i genomiki tego drapieznika. Badacze ci dysponujg prébami
referencyjnymi umozliwiajgcymi okreslenie przynaleznosci genetycznej badanych
rysi w celu ich reintrodukcji w péinocno-zachodniej Polsce. Na potrzeby projektu
przebadano genetycznie przekazane przez ZTP 103 préby od 95 osobnikdéw, 12 to
osobniki pochodzace z ogrodéw zoologicznych wytypowane do projektu w latach
2017-2018 przez koordynatora z EAZA oraz ich potomstwo, kolejne 82 to rysie z
prywatnych osrodkéw hodowli, parkéw dzikich zwierzat i ogrodéw zoologicznych,
natomiast 1 osobnik urodzit sie na wolnosci. Z puli 91 przebadanych osobnikéw
urodzonych w réznych osrodkach hodowli do reintrodukcji lub dalszej hodowli
zostaty zakwalifikowane 83 osobniki jako nieodbiegajgce istotnie od populacji
battyckiej linii nizinnej, natomiast 8 osobnikéw, jako odbiegajace genetycznie od linii
nizinnej zostaty wyeliminowane z projektu.
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