Zatgcznik nr 2 do ogtoszenia o przetargu — szczegotowy opis przedmiotu zamowienia
Nazwa zadania:

Zebranie materialu genetycznego cietrzewia w krajowych ostojach w celu przysziej
reintrodukcji badz zasilenia istniejacej populacji w Puszczy Knyszynskiej.

Opis przedmiotu zamoéwienia

Celem realizacji przedmiotu zamowienia jest:
analiza struktury genetycznej istniejacych obecnie populacji cietrzewia, a w
szczegolnosci okreslenie wptywu drastycznego spadku liczebnosci na zmiennosc¢
genetyczng poszczegdlnych populacji i zréznicowania genetyczne pomiedzy
badanymi populacjami,

— 0szacowanie stopnia zagrozenia poszczegdlnych populacji zjawiskiem inbredu,

— identyfikacja gtéwnych populacji zasilajgcych obecny system metapopulacji cietrzewia
w Puszczy Knyszynskiej,

— umiejscowienie krajowych populacji cietrzewia na drzewie ewolucyjnym populaciji
euroazjatyckiej, dzieki czemu mozliwe bedzie okreslenie genealogicznych zaleznosci
miedzy populacjami krajowymi i populacjami z innych rejonéw Euraziji,

— opracowanie, w oparciu o dane genetyczne, wytycznych do prowadzenia dalszej
ochrony czynnej tego gatunku w ostoi 'knyszynskiej' oraz wskazanie populacji
krajowych i zagranicznych, z ktérych ptaki bedg mogty w przysztosci stanowi¢ zrodto
reintrodukcji bgdz zasilania.

Zadanie to bedzie realizowane w czterech etapach:

1) Zebranie materiatu biologicznego (piora, odchody, tkanki), jako zrédta DNA. W trakcie

realizacji badan planuje sie pozyskanie min. 300 prob materiatu biologicznego. Materiat
powinien pochodzi¢ z ostoi nizinnych, jak i gérskich — zgodnie z zatgczong ponizej tabels.
Jako pojedynczg prébe uznaje sie zebranie materiatu pochodzgcego z jednego
stanowiska w danym dniu lub od jednego osobnika w danym dniu. W przypadku zebrania
materialu na tokowiskach nalezy okresli¢ liczbe ptakéw stwierdzonych na tym
stanowisku. W przypadku znanych tokowisk, na ktérych tokuje 1 kogut ponowne zebranie
materiatu moze zosta¢ dokonane po 7 dniach. Jesli jest to mozliwe z kazdego stanowiska
préby nalezy pobiera¢ dwukrotnie w ciggu sezonu legowego.
W przypadku préb nieinwazyjnych (piéra, odchody znajdowane w terenie)
przeznaczonych do wyznaczania wskaznikéw, dotyczacych obecnej dystrybuciji
zmiennosci genetycznej w analizowanych populacjach (gtéwnie dane genotypowe),
proby nie powinny starsze niz 21 dni (zatgcznik 1 do szczegdtowego opisu przedmiotu
zamowienia), chyba Ze =zostaly odpowiednio zakonserwowane zaraz po zbiorze
(zamrozenie). W takim przypadku dopuszcza sie wykorzystanie materiatu nie starszego
niz 15 lat. W przypadku okreslania genealogicznych zaleznosci miedzy populacjami
krajowymi i populacjami z innych rejonéw Eurazji oraz okresowych zmian w poziomie
zmiennos$ci genetycznej i strukturze genetycznej populacji krajowych, powinny zostac
podjete proby wykorzystania kazdego dostepnego materiatu, w tym prob z okazow
muzealnych.

Osoby pobierajgce materiat genetyczny w sposéb inwazyjny powinny mieé stosowne

pozwolenia wydane przez wiasciwg regionalng dyrekcje ochrony srodowiska (zezwolenie

na odstepstwa od zakazéw w stosunku do gatunkow dziko wystepujgcych) oraz, w

przypadku stref ochronnych — dysponowac stosownym zezwoleniem na wejscie do stref

ochronnych wydanym przez odpowiednie instytucje (regionalne dyrekcje ochrony
srodowiska, dyrekcje parkow narodowych).

L.p. Miejsce pobranego materiatu biologicznego ilos¢ prob

1. Ostoja Gory |zerskie wymaga sie zebrania
2. Ostoja Karkonosze tgcznie min. 300 prob, z




3. Ostoja Orzysz zastrzezeniem, ze w
4, Ostoja Torfowiska Orawsko-Nowotarskie poszczegodlnych
5. Ostoja Puszcza Knyszyhska lokalizacjach wskazanych w
6. Ostoja Tatry poz. 1-8 minimalna ilos¢
7. Ostoja Torfowisko Karaska préb wynosi¢ bedzie 10
8. Ostoja Muszaki prob
9. Pozostate obszary
tacznie min. 300

2) lzolacja DNA z zebranych préob i wykonanie analiz genetycznych, polegajgcych na
genotypowaniu mikrosatelitarnym i sekwencjonowaniu fragmentu DNA
mitochondrialnego, wykorzystywanego w analizach na poziomie gatunku.

3) Wykonanle analiz statystycznych uzyskanych wynikéw, polegajgcych na okresleniu:

réznorodnosci genetycznej krajowych populacji cietrzewia,;

stopnia heterozygotycznosci;

zréznicowania genetycznego pomiedzy populacjami;

oszacowaniu inbredu w kazdej populaciji;

okresleniu dystansu genetycznego pomiedzy nimi oraz okreslenie genealogicznych
zaleznosci miedzy populacjami krajowymi i populacjami z innych rejonéw Euraz;ji.

Analiza nastgpi¢ ma w oparciu o dane pozyskane wskutek realizacji pkt 1 i 2 oraz w oparciu
o informacje i dane powszechnie dostepne.

4) Przygotowanie raportu podsumowujgcego uzyskane wyniki, wraz z propozycjami
koniecznych do realizacji dziatarn ochronnych, a takze sugestie dotyczace wyznaczenia
populacji zrodtowej dla populacji cietrzewia w Puszczy Knyszynskiej w przypadku
przysziej reintrodukcji gatunku.

W szczegolnosci raport powinien zawieracé:

a)

b)

c)

d)

e)

podstawowe miary zmiennosci genetycznej w poszczegolnych krajowych
populacjach, oparte na wskaznikach polimorfizmu markeréw mikrosatelitarnych;
poréwnanie tych wskaznikow z danymi literaturowymi, co pozwoli okresli¢c wptyw
spadku liczebnosci na zmienno$¢ genetyczng poszczegdlnych populacji oraz stopnia
zagrozenia poszczegoélnych populacji zjawiskiem inbredu,

wyniki oszacowania dystansu genetycznego miedzy poszczegolnymi populacjami
krajowymi, oparte na polimorfizmie markeréw mikrosatelitarnych i frekwencji
haplotypéw DNA mitochondrialnego i ich poréwnanie z danymi literaturowymi, co
pozwoli okreslic wptyw spadku liczebnosci na zréznicowanie genetyczne pomiedzy
badanymi populacjami oraz identyfikacja gtéwnych populacji zasilajgcych obecny
system metapopulacji cietrzewia w Puszczy Knyszynskiej;

porownanie sekwencji DNA mitochondrialnego populacji krajowych z danymi
literaturowymi, co pozwoli okresli¢ genealogiczne zaleznosci miedzy populacjami
krajowymi i populacjami z innych rejonéw Euraz;ji;

opis metodyki izolacji DNA, opis warunkéw przeprowadzenia reakcji PCR, liste
wykorzystanych markerow, liste haplotypow.

Termin wykonania prac
Termin zakonczenia catosci przedmiotu zaméwienia: do 10 wrzesnia 2015 r., w tym:

Termin przedstawienia przez
Etapy pracy Wykonawce materiatow do
odbioru

Etap | do 15 czerwca 2015r.

Zebranie materiatu biologicznego




Etap Il

Izolacja DNA z zebranych prob i wykonanie analiz
genetycznych

Etap Il

Wykonanie analiz statystycznych uzyskanych
wynikow

do 31 sierpnia 2015 r.

Etap IV

Wykonanie raportu podsumowujgcego

do 10 wrzes$nia 2015 r.




Zatacznik 1 do szczegdtowego opisu przedmiotu zamowienia

INSTRUKCJA POBIERANIA | PRZECHOWYWANIA PIOR | TKANEK CIETRZEWIA

1. Piéra pozyskiwane pot-inwazyjnie: piéra (okrywowe, lotki i steréwki) najlepiej pobiera¢ z kupra
(piskleta) lub z piersi (ptaki doroste). Od kazdego osobnika powinno zostaé pobranych od 3 do 5 pi6r.
Piéra nalezy przechowywaé w papierowych kopertach w ciemnych, suchych i chiodnych
miejscach. Nie powinny by¢é wystawione na dziatanie promieni stonecznych. Materiat z kazdego
osobnika powinien byé przechowywany w oddzielnej kopercie! Na kopertach nalezy napisaé
(drukowanymi literami) date i charakterystyke osobnika, od ktérego zostaty pobrane. Piéra
mozna takze umieszczac zaraz po pobraniu w probéwkach z alkoholem (75%—96%, koniecznie
cz.d.al).

2. Piora pozyskiwane nieinwazyjnie: lotki i steréwki (ktére wypadty w wyniku pierzenia) znalezione
w poblizu gniazd, miejsc odpoczynku, noclegowisk i paprzysk, jak rowniez pidra osobnikéw zabitych
przez drapiezniki. Piora nalezy przechowywaé¢ w papierowych kopertach w ciemnych, suchych i
chtodnych miejscach. Nie powinny byé wystawione na dziatanie promieni stonecznych. Kazde
piéro powinno znalez¢ sie z oddzielnej kopercie z dokladnym opisem (drukowanymi literami)
miejsca zbioru (Nadlesnictwo, lesnictwo, oddzial, ew. koordynaty GPS, wszystkie dodatkowe
informacje, np. pte¢ osobnika, od ktérego pochodzi). Piéra mozna takze umieszcza¢ zaraz po
pobraniu w probéwkach z alkoholem (75%—-96%, koniecznie cz.d.a!).

3. Tkanki state nalezy pobieraé¢ sterylnym skalpelem. Do analiz wystarczy fragment tkanki o
srednicy ok. 1 centymetra. Pobrang tkanke nalezy umieszczaé zaraz po pobraniu w
probéwkach z alkoholem (75%—-96%, koniecznie cz.d.a!). Kazdy rodzaj tkanki statej nadaje sie
do prowadzenia analiz molekularnych

4. Tkanki ptynne (krew): krew (pojedyncza kropla) nalezy pobiera¢ na Karty Whatman FTA.
Krople krwi nalezy umiesci¢ w centrum okregu wyznaczonego na Karcie FTA, wysuszy¢ na
powietrzu przez kilka (10-15) minut, a nastepnie umiesci¢ w kopercie. Na Karcie (poza okregiem
do stabilizacji proby), jak i na kopercie nalezy napisaé¢ (drukowanymi literami) date i
charakterystyke osobnika, od ktérego zostaly pobrane. Karty Whatman FTA powinny byé
przechowywane w ciemnym, chlodnym miejscu.

INSTRUKCJA POBIERANIA | PRZECHOWYWANIA ODCHODOW CIETRZEWIA

1. Swieze odchody ( 1 — 21 dni) umieszczamy w pojemniku (do 5 knotéw od jednego osobnika).
2. Zasypujemy zelem krzemionkowym, w objetosci odpowiadajgcej objetosci knotow i zamykamy
pojemnik.

3. Zel absorbuje wilgoé i zmienia kolor z pomaranczowego na bezbarwny. W przypadku

wyjatkowo wilgotnych knotéw (gdy wszystkie granulki zmienia barwe) wskazane jest
dosypanie drugiej porcji zelu.

4. Przechowujemy w temperaturze pokojowe;.

UWAGA: zel krzemionkowy przechowujemy w szczelnie zamknietym pojemniku, zeby nie
absorbowal wilgoci z otoczenia.

Lub

5. Swieze odchody ( 1 — 21 dni) suszymy w temperaturze pokojowej (nie na kaloryferze!ll).

6. Mrozimy (w kopercie / pojemniku plastikowy / tekturowym / pudetku od zapatek).



