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I WSTEP

Stosunkowo duze i dobrze widoczne pasozytnicze widtonogi wystepujace
w jamie ggbowej okonia i sandacza byly prawdopodobnie obserwowane przez
niemieckich biologéw juz na poczatku XIX wieku. Najstarsze okazy tych
pasozytéw zachowane do dzi$ w zbiorach Muzeum Przyrodniczego w Berlinie
pod numerem ZMB Crust. 898 (Piasecki 1993b) to jedenascie samic zebranych
w lipcu 1829 roku z sandacza, Sander lucioperca. Okazy te zebrat Carolo
Asmund Rudolphi, znany niemiecki przyrodnik 1 lekarz, ktory opisat dziesiatki
nowych gatunkéw pasozytow. Wspomniane wyzej widtonogi doczekaly sig
formalnego opisu dopiero trzy lata pdzniej. Uczynit to pochodzacy z Finlandii
doktor Aleksander von Nordmann. Uczony ten o dorobku naukowym
poréwnywalnym do Rudolphiego, sprawowat funkcje¢ profesora w Lyceum
Richelieu w Odessie jednoczesnie pracujac naukowo w Berlinie. W 1832 roku
ukazatlo sie dwutomowe dzieto von Nordmanna — , Naturgechichte der
wirbellosen Thiere”. W tomie drugim znajdujemy opis nowego gatunku —
Achtheres percarum. Opis ten jest tez rownoznaczny z utworzeniem nowego
rodzaju (Achtheres — dyOnpnc — ucigzliwy, nieznosny). Autor stwierdza, ze ten
pasozyt wystepuje u okoni i jazgarzy (,,am Flu3barsche und Kaulbarsche”),
jednak tacinskie nazwy zywicieli uzyte przez von Nordmanna to ,,Perca
Sfluviatilis und P. lucioperca’.

Praca jest ilustrowana pigknymi miedziorytami, bardzo szczegoétowymi
jak na owe czasy (patrz wyklejka niniejszej pracy). Ksigzki von Nordmanna
zapoczatkowaly wzmozone zainteresowanie widtonogami pasozytujacymi u ryb.
Wzmianki, opisy i ilustracje Achtheres percarum pojawiaja si¢ kolejno w
nastepujacych publikacjach: Burmeister (1833), Kroyer (1838), Milne-Edwards
(1940), von Zaddach (1844), Claus (1862), Olsson (1877), Kurz (1877), Basset-
Smith (1899), Scott (1901), Brian (1906), Neresheimer (1909), Scott i Scott
(1913), Wilson (1915), Stephensen i Ussing (1918)(wg Yamaguti 1963).
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Poczawszy od 1863 roku pojawiajg si¢ inne nowe gatunki nominalne z rodzaju
Achtheres (wg Yamaguti 1963). Po pierwszej wojnie §wiatowej znacznie
wzrasta liczba prac wspominajacych o obecnosci widlonogéw z rodzaju
Achtheres u okonia i sandacza (Capart 1944, Dogiel i Bychowski 1939, Geyer
1939a, Geyer 1939b, Geyer 1940, Markiewitsch 1932, Markiewitsch 1934,
Markiewitsch 1935, Messjatzeff 1926, Monod i Vladykov 1931, Neresheimer
1909).

Pewnego rodzaju przetom stanowi ukazanie si¢ 3 marca 1901 roku pracy
finskiego przyrodnika Pehra Gadda. Publikacja ta wydrukowana w jezyku
szwedzkim i w dodatku bez ilustracji zawiera opis nowego gatunku
nominalnego — Achtheres sandrae wystgpujacego u sandacza. Gadd byt wiec
pierwszym naukowcem, ktory zakwestionowat koncepcje wystepowania tego
samego gatunku zaréwno u okonia jak i sandacza. Gadd byl mato znanym
naukowcem, jego praca z uwagi na ograniczenia j¢zykowe nie dotarta
prawdopodobnie do szerszego grona czytelnikow. Czynniki te i dwczesna
nieche¢ do podwazania autorytetow przez mato znanych mtodych naukowcow,
sprawily, ze A. sandrae zostal szybko zaliczony do synoniméw 4. percarum (wg
Scott i Scott 1913, Markewitsch 1932, 1934, Yamaguti 1963, Kabata 1979) i
prawie catkowicie zapomniany. Jedynym wyjatkiem byt Wegener (1909), ktory
wsrdd pasozytow ryb Prus Wschodnich wymienia obydwa gatunki nominalne.
Prawdopodobnie dopiero Gurney (1933) przypomina na nowo o istnieniu
A. sandrae ale w konkluzji stwierdza, ze mimo wyst¢gpowania réznic w ogélnym
pokroju ciata (i ich braku w przydatkach) forma z sandacza nie zastuguje jednak
na wyréznienie w postaci osobnego gatunku (,,it does not seem to require
specific rank”). Rozwazania Gurneya (1933) spowodowaty jednak, ze naukowcy
zaczeli dopatrywaé si¢ morfologicznych roznic nie tylko pomigdzy ,,tymi -
samymi” gatunkami pochodzacymi z roznych rejonow, lecz takze bytujacych

uroéznych zywicieli.
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Fundamentalng praca ktorej celem byta proba wyjasnienia pozyc;ji
systematycznej obydwu form zywicielskich widtonogéw z rodzaju Achtheres
spotykanych na okoniu i sandaczu byta bardzo obszerna publikacja
Kozikowskiej, Jary i Grabdy (1956). Praca jest zakonczona wnioskiem,
ze obydwie formy zywicielskie reprezentuja etap posredni ewolucyjnego
przejsécia od rasy do nowego gatunku. Mimo pozornej trafnosci tego wniosku,
podbudowanego bardzo obszernymi badaniami jest to konkluzja spetniajaca
doskonale oczekiwania zwolennikéw ewolucyjnej koncepcji gatunku ale nie
mogaca na dtugo zadowoli¢ klasycznych systematykéw stojacych na gruncie
nominalistycznej koncepcji gatunku.

Pomimo, Zze od opublikowania koncepcji Gadda uptyneto100 lat
(3 kwietnia 1901 r.), nikt do dnia dzisiejszego nie okreslit jednoznacznie pozycji
systematycznej pasozytow z rodzaju Achtheres z okonia i sandacza. Jest to
oczywi$cie stwierdzenie bardzo wzgledne, podsumowujace zagadnienie
z pozycji nowoczesnych, dostgpnych dopiero od niedawna, metod badawczych.

Witasnie pojawienie si¢ nowych metod badawczych sktonito mnie do
podjecia jeszcze jednej proby ustalenia pozycji systematycznej obu form
zywicielskich Achtheres pasozytujacych u okonia i sandacza w naszych wodach.

Wsrod nowych metod badawcezych w rekach wspotczesnych
systematykow nalezy wymieni¢ mikroskopig elektronowa, metody
biochemiczne, badania biometryczne, molekularne, oraz komputerowg analize
danych. Wspétczesne prace dotyczace taksonomii Copepoda wiaczajg rowniez
do metod badawczych elektroforez¢ enzymatyczna (Wyngaard 2000), analize
kariotypu (McLaren i Marcogliese 1982, Lazzaretto 1983) a takze badania
w zakresie struktury samego chromosomu ( Libertini i Lazzaretto 1992).

Wspdtczesne molekularne techniki genetyczne sa stosowane do
charakteryzowania struktur populacji oraz identyfikacji gatunkéw i

podgatunkow.
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Sa to gtownie:

1. Lancuchowa reakcja polimerazy (PCR) wykorzystywana do amplifikacji
specyficznych fragmentéw mitochondrialnego i jadrowego DNA;

2. PCR potaczony z analiza polimorfizmu dlugosci fragmentow restrykcyjnych
(RFLP);

3. Sekwencjonowanie specyficznych fragmentéw DNA.

Bardziej powszechne wprowadzenie technik molekularnych do
identyfikacji zywych organizméw nastapito po odkryciu przez Kary Mullisa
tanicuchowej reakcji polimerazy, dzigki ktérej mozna powielaé in vitro i
analizowaé wybrane fragmenty genomu Badanego organizmu (Mullis i wsp.
1987, Saiki i wsp. 1985). O powodzeniu i specyficznosci tej metody decyduje
gtownie dobor sekwencji odpowiednich starterow oligonukleotydowych.
Sekwencje starterow powinny by¢ zakonserwowane i unikatowe dla
oznaczanego(ych) genotypu(ow), gatunku(éw), rodzaju(éw) lub rodziny(n).

W identyfikacji gatunkow lub populacji przy zastosowaniu techniki PCR
obiera si¢ takie same cele molekularne amplifikacji (zaréwno dla innych
zwierzat jak i ro$lin). Najwazniejsze cele molekularne amplifikacji DNA,
zastosowane do genotypowania to:

- mitochondrialny gen kodujqcy cytochrom b

- mitochondrialny region kontrolny replikacji (D-loop)

- mitochondrialny gen kodujqcy dehydrogenaz¢ NADH

- mitochondrialny gen kodujqcy ATPaze

- mitochondrialne geny kodujqce 125 i 16S rRNA

- Jadrowe geny kodujqce 18S i 28S rRNA i sekwencje miedzygenowe ITS

Oprécz DNA mitochondrialnego w badaniach filogenetycznych i
genotypowych analizuje si¢ sekwencje nukleotydowe jadrowego DNA, gtéwnie
geny kodujace 18S i 28S rRNA i sekwencje migdzy tymi genami (ITS). Wérod

prac wykorzystujacych metody molekularne do ustalania zaleznosci
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systematycznych widtonogéw nalezy wymienic: de Meeiis (1992), Todd i wsp.
(1997), Bucklin i wsp. (1998).

Oprécz molekularnych technik genetycznych, nowe mozliwosci badan w
zakresie taksonomii zwierzat i roslin przyniosty nowe metody statystyczne
(miedzy innymi analiza skupien — ,,cluster analysis”) oraz wykorzystanie do
obliczen komputera. Pozwala to na analizowanie wzajemnych zaleznosci
migdzy bardzo wieloma zmiennymi — co stanowi narze¢dzie zupetnie
niedostgpne w latach 50-tych ubiegtego stulecia.

Nalezy w tym miejscu wspomnie¢ takze o nowych mozliwosciach
klasycznej taksonomii opartej na wyglqdiie zewngtrznym organizmow. Sa to
migdzy innymi mikroskopia elektronowa. Ponadto Zbigniew Kabata w swoim
bogatym dorobku naukowym, wprowadzit nowe standardy do badan
morfologicznych. Poprzez usystematyzowanie niektérych schematéow budowy
1 wprowadzenie nowych terminow okreslajacych rézne struktury ciata
widlonogéw sprawit ze opisy morfologiczne staty si¢ bardziej przejrzyste
a przede wszystkim porownywalne. Kabata zwro6cit ponadto uwage na pewne
elementy budowy, ktore kilka dziesigcioleci temu nie byty brane pod uwage w

rozroznianiu nizszych taksonow

Celem niniejszej pracy jest ustalenie pozycji systematycznej obu form
widtonogdw reprezentujacych rodzaj Achtheres pasozytujacych u okonia i
sandacza. Formy te beda w pracy nazywane roboczo: Achtheres ,,0” (forma z
okonia) i Achtheres ,,S” (forma z sandacza). Tam gdzie konieczne jest
zastosowanie wspolnej nazwy dla obu form bedzie uzyte okreslenie Achtheres
percarum sensu lato (4. percarum s.1.). Przeprowadzone w ramach niniejszej
pracy badania winny wyjasni¢ czy widlonogi z rodzaju Achtheres wystgpujace u
okonia i sandacza reprezentujq jeden i ten sam gatunek (z ewentualnym
rozréznieniem ewentualnych ras czy podgatunkow) czy pasozyty te zastugujq

by¢ moze na status od-gbnych gatunkow.
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1.1 Wplyw pasozyta na zywiciela

Widtonogi z rodzaju Achtheres (ryc. 1, 2, 3, 4) sa pospolitymi pasozytami
okonia i sandacza. U okonia wystgpuja tylko w jamie ggbowej na aparacie
cedzidlowym, natomiast u sandacza na skrzelach (Jara i Chodyniecki 1999)
preferujac jednak tuki listkow skrzelowych (ryc. 5, 6). Ekstensywno$¢ zarazenia
sandacza wynosi nierzadko 100%, przy intensywnosci do 40 pasozytow na
jednym tuku skrzelowym (Jara i Chodyniecki 1999). Jak twierdza Kozikowska,
Jara i Grabda (1956) duza inwazja ,,Achtheres percarum” u sandacza moze
doprowadzié nawet do $nigc.

Pasozyt ten draznigc i mechanicznie uszkadzajac ptatki skrzelowe
powoduje, ze przyjmuja one nienaturalne ksztatty (Prost 1994).

Bezposrednia przyczyna uposledzajaca funkcje tego narzadu jest
zmniejszenie powierzchni wymiany oddechowej i jonowej, za sprawa obrzeku,
deformacji i pokrycia listkow skrzelowych duzg iloscig $luzu (Jara i
Chodyniecki 1999).

Jak twierdzi Kozikowska (1957) narybek okonia do dtugosci catkowitej
5 em nie jest atakowany przez pasozyta, zas sandacz pod tym wzgledem
wykazuje wyrazny podziat na 3 grupy wzrostowe. Narybek do 5 cm dtugosci
catkowitej nie jest atakowany, zarazenie osobnikéw od 5 do 12,5 cm wynosi
13,9%, zas wiekszych 77,7%. Wszystkie osobniki o dtugosci okoto 20 cm
wykazuja stuprocentowe zarazenie 1 wysokg frekwencje pasozyta. W okresie
potarfowym zaobserwowano, iz silnie zaatakowane sandacze sng, czego nigdy
nie zanotowano u okoni.

Zwazywszy na pospolitos¢ wystgpowania tego pasozyta, wysoki stopien
intensywnodci i ekstensywnosci zarazenia, oraz brak konkretnych metod
skutecznych w zapobieganiu i zwalczaniu achterozy u ryb (oprécz

przeprowadzania intensywnych odtowow sanitarnych) nalezy zda¢ sobie sprawe
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Ryc. 1. Achtheres ,,O” (forma z okonia)—-samiec i samica

Ryc.2 Achtheres ,,0” (forma’z okonia)-samica z workami jajowymi



s




Ryc. 3. Achtheres ,,S” (forma z sandacza)-samica z workami jajowymi

Ryc. 4. Achtheres ,,S” (forma z sandacza)—samica i samiec






Ryc. 5. Achtheres ,,S™ trzy tuki skrzelowe z przyczepionymi pasozytami.
Fot. Andrzej Ociepa

Ryc. 6. Achtheres ,,8” (forma z sandacza)-lokalizacja samic z workami jajowymi na
tuku skrzelowym. Fot. Andrzej Ociepa
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z niebezpieczenstwa jakie niesie za sobg inwazja widlonogéw z rodzaju

Achtheres dla populacji sandacza i okonia.
1.2 Stanowisko systematyczne pasozyta

Systematyka widtonogow pasozytujacych na rybach pozostawata przez
dhugi czas nie do kofica wyjasniona. Autorzy uwzgledniajac rozne szczegoty
budowy tworzyli coraz to inne modele ich klasyfikacji. Przez dtugi czas
funkcjonowat ekologiczny termin ,,Copepoda parasitica”, ktory nie stanowit
zadnej jednostki systematycznej, lecz byt tylko sztucznie wyodrgbniong grupa
na podstawie anatomicznych i funkcjonalnych przystosowan tych zwierzat do
pasozytniczego trybu zycia. W 1852 roku Giesbrecht opierajac si¢ na potozeniu
»glownego potaczenia stawowego ciata” podzielit widtonogi na Gymnoplea
i Podoplea. U Gymnoplea to gldwne potaczenie znajduje sie daleko z tyhu ciala,
podczas gdy u Podoplea — blizej srodka ciata. Dla parazytologii ten podziat miat
niewielkie znaczenie praktyczne, bowiem u pasozytéw gdzie dominujg gatunki
morfologicznie zmienione, o zatartej segmentacji, trudno byto ustalié gdzie
znajduje si¢ to glowne potaczenie stawowe ciata. Dopiero dzisiaj wiadomo,
ze pasozyty powinny by¢ zaliczane do Podoplea. Thorell (1859) klasyfikowat
widlonogi na podstawie budowy ich aparatu gebowego i podzielit je na trzy
grupy: Gnathostoma, Poecilostoma i Siphonostoma. Systematyka Sarsa (1903)
polegata na grupowaniu ,,podobnego z podobnym” bez uwzgledniania
zaleznosci filogenetycznych. Systematyka Wilsona z roku 1910 opierata sie na
cechach wtornych, czyli tych, ktore sa wyrazem adaptacji do zmiennych
warunkow $rodowiska. Przetomowym punktem w systematyce Copepoda stata
si¢ koncepcja ich klasyfikacji wg Kabaty (1979). Dopiero ten autor doprowadzit
do stopniowego wypierania sztucznego terminu ,,Copepoda parasitica”

z podrecznikow akademickich na calym $wiecie. Kabata wrdcit czesciowo do

koncepcji Thorella z roku 1859 opierajac si¢ w swoim systemie na cechach
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morfologicznych aparatu ggbowego. Przydatnos¢ tego kryterium okazata sie
szczegolnie widoczna dopiero przy jego zastosowaniu do gatunkow
pasozytniczych. Niektore pasozyty nawet skrajnie rdznigce si¢ morfologicznie
okazaly si¢ by¢ bardzo podobne w szczegotach budowy aparatu gebowego.
Poniewaz ewolucja widlonogow szta prawdopodobnie réznymi drogami okazato
sig, ze reprezentujg one trzy gtowne typy budowy aparatow gebowych. Kabata
wyr6znit siedem podrzedow w obrgbie Copepoda, potwierdzajac jednoczesnie
przynalezno$é pasozytow do Podoplea. W jego systemie gatunki pasozytnicze
zostaty zaliczone do 3 podrzedéw: Siphonostomatoida, Poecilostomatoida

i Cyclopoida. Mimo, ze z biegiem lat konieczne staly si¢ uzupetnienia, zwigzane
z nowymi odkryciami to jednak systematyka Kabaty funkcjonuje w ogdlnym
sensie do dnia dzisiejszego.

W roku 1984 Por, kolejno po nim Dussart (1984), Marcotte (1986),
Boxshall (1984) i Ho (1990), sugerowali wtasne koncepcje kierunkéw ewolucji
widtonogéw. W ostatnim czasie pomocnym narz¢dziem systematykow stata sie
analiza kladystyczna. Zostata ona wprowadzona w 1950 roku przez Henniga ale
dopiero pod koniec lat szesédziesiatych jego teoria stata si¢ popularna w krajach
anglojezycznych. Gtéwnym zatozeniem kladyzmu jest fakt, ze wszystkie
taksony istniejg w naturze, a proces ich klasyfikacji ma na celu odnalezienie
tych taksonéw i wyznaczenie granic mig¢dzy nimi.

W roku 1991 Huys i Boxshall przedstawiaja nowa, petng systematyke,
grupujac Copepoda w dziesig¢ rzgdoéw i wytaniajac 187 rodzin. Badania swoje
opierali na analizie kladystycznej, biorac pod uwage 54 cechy i testujac je na
200 gatunkach.

Na piatej Miedzynarodowej Konferencji Kopepodologéw w Baltimore
(czerwiec 1993 roku) koncepcja Huysa i Boxshalla zostala publicznie
skrytykowana przez Ho, ktéry udowodnit, ze nieco inny kladogram powinien
ilustrowac¢ filogeneze widlonogéw. Nowa systematyka Kabaty udoskonalona

pdzniej przez Huysa i Boxshalla i Ho otwarta drogg¢ kopepodologom
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- probujacym uporzadkowaé nizsze taksony widlonogéw. Siedemnascie rodzin
nalezacych do rzgdu Siphonostomatoida uporzadkowat na poczatku lat 90-tych
George Benz z USA w swojej pracy doktorskiej. W roku 1991 Ho poddat
analizie kladystycznej 44 rodziny rzedu Poecilostomatoida, za$ trzy lata pozniej
uporzadkowat rzad Cyclopoida z 10-ma rodzinami. W latach 90-tych pojawiaé
zaczgly sig prace rozpatrujace zaleznosci filogenetyczne w obrebie konkretnych
rodzin. Dr Greg Deets z Potudniowej Kalifornii rozpracowat rodzine
Eudactylinidae (1988). W roku 1994 Maria Amado i wsp. z Brazylii
opublikowali doskonale przygotowana systematyke rodziny Ergasilidae.
Pozycja systematyczna badanych w niniejszej pracy widtonogow
pasozytniczych z rodzaju Achtheres wedtug systematyki Huysa i Boxshalla z
roku 1991 przedstawia si¢ nastgpujgco:
TYP: Arthropoda — Stawonogi
PODTYP: Crustaceomorpha — Skorupioksztattne
GROMADA: Crustacea — Skorupiaki
PODGROMADA: Copepoda — Widtonogi (Milne-Edwards, 1840)
NADRZAD: Podoplea (Giesbrecht, 1882)
RZAD : Siphonostomatoidea (Thorell, 1859)
RODZINA: Lernaeopodidae (Olsson, 1869)
RODZAJ: Achtheres von Nordmann, 1832
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1.3 Charakterystyka zywicieli

Poznanie biologii ekologii i morfologii okonia i sandacza moze pomoc w

zrozumieniu wzajemnych zaleznosci migdzy obydwoma formami pasozyta.

OKON — Perca fluviatilis Linnaeus, 1758 jest rybg kostnoszkieletowg
nalezaca do rzedu okonioksztaltnych (Perciformes) i rodziny okoniowatych
(Percidae).

Okon zasiedla prawie cata Europg (ryc. 7), péinocng Azj¢, oraz Ameryke
Pétnocna. W Europie brak go na Pé%wysbie Pirenejskim, w srodkowych i
pohudniowych Wioszech, w Jugostawii (na obszarze dawnej Dalmacji), Albanii,
potudniowej Grecji. Wystgpuje w waskim pasie potnocnego wybrzeza Turcji.
Nie wystepuje w Morzu Kaspijskim, jeziorze Balchasz, rzece Amur i jej
potudniowych doptywach, na Kamczatce i Anadyrze. Wschodnig granicg
wystepowania jest basen rzeki Kotyma (Brylinska 1991). Obecnie w Europie
mozna go znalez¢ nawet tam, gdzie kiedys nie wystgpowat, np. w Szkocji
(Vastradowski 1976). W Polsce okon nalezy do najpospolitszych gatunkéw ryb
(Chrzanowski 1973), zasiedlajac na terenie catego kraju niemal wszystkie
zbiorniki wodne (Brylinska 1991).

O

Rye. 7.

Rozsiedlenie okonia R

(Krzykawski i wsp. 1999)
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Okon nalezy do najpospolitszych ryb strefy umiarkowanej, wystepujac wszedzie
tam, gdzie woda nie ptynie zbyt szybko i gdzie jest w niej dostatecznie duzo
tlenu (Zatachowski 1997). Wystepuje we wszystkich typach jezior, w stawach,
mozna go nawet spotka¢ w torfiankach. W rzekach wystepuje prawie na calej
ich dhugosci, nie unika wod stonawych (Brylinska 1991).

Gatunek ten nie jest chroniony przez polskie przepisy wedkarskie, bo
zjadajac ikre, niszczy narybek innych pozytecznych gatunkéw i stanowi dla nich
konkurencje pokarmowa. Jest wigc uznawany za chwast rybi (Chrzanowski
1973).

Potowy okonia w Zalewie Wislanym w roku 1997 stanowity 5,9%
0golnych potowéw rocznych (Borowski i Dabrowski 1998).

Jego znaczenie gospodarcze jest istotne ze wzgledu na bardzo smaczne
migso. Z drobnych okoni wyrabia si¢ konserwy.

Ciato jego jest sciesnione bocznie, krepe, stosunkowo wysokie. Otwéor
gebowy duzy, koncowy, szczgki siggaja prawie do tylnej krawedzi oka. Na
szczgkach i kosciach podniebienia drobne zabki. Ko$¢ pokrywowa zakoniczona
ostrym kolcem. Tylna krawedz kosci pokrywowej prawie réwnomiernie
pitkowana. Dwie ptetwy grzbietowe leza blisko siebie. Pierwsza pletwa wysoka,

-ztozona wytacznie z promieni twardych, druga — krétsza i nizsza o charakterze
pletwy migkkiej. Pletwy brzuszne w potozeniu piersiowym. Luska ktenoidalna,
pokrywa prawie cate ciato oraz czg¢sciowo gltowe (Krzykawski i wsp. 1999), jest
wyjatkowo twarda, podobna do tuski sandacza (Brylifiska 1991). Ciato
zielonkawozotte, grzbiet ciemniejszy. Na bokach ciata wystepuje 5-9
poprzecznych ciemnych smug. W konicowej czgdci pierwszej pletwy
grzbietowej widoczna ciemna plama. Pletwy ogonowa, odbytowa i brzuszna
czerwone lub czerwonopomaranczowe. Ubarwienie zalezne od siedliska — w
strefie przybrzeznej jezior ryby tego gatunku sg jasniejsze, natomiast w

glebszych partiach wod — ciemniejsze.
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Niektore cechy przeliczalne mozna przedstawi¢ nastgpujaco:
D XIII-XVII, D, I-III 13-15, A 11 (7) 8-9 (10), 1.1. 57-77 , Sp. br. 14-20
(Krzykawski i wsp. 1999)

Ryba ta osigga dtugos¢ 51 cm i nieco ponad 2 kg masy (Krzykawski i
wsp. 1999).

Dojrzatos¢ ptciowa osiaga zwykle w trzecim roku zycia, przy dtugosci
12-24 centymetrow. Jaja (12-300 tysigcy) sktadane sa w postaci dtugich wsteg
na roslinno$ci podwodnej, kamieniach lub korzeniach roslin wodnych. Rodzice
nie opiekujg si¢ jajami. Wyleg nastgpuje po 2-3 tygodniach (Chrzanowski
1973). Swiezo wylegte larwy mierzg 3-6 mmi posiadaja woreczek zottkowy o
Jajowatym ksztatcie, zawierajacy krople thuszczu, co umozliwia im unoszenie
si¢ na wodzie (Cihar 1992).

Okon jest drapiezca, atakujacym w mtodosci bezkrggowce, pdzniej ryby,
czgsto wlasnego gatunku. Zeruje w ciagu dnia (Zatachowski 1997). W zbiorniku
wykazuje znaczna ruchliwos¢, a w wigkszych kompleksach jezior, przejawia
sktonnosci do wedrowek, ktére majq charakter wedrowek rozrodczych lub
troficznych (Brylinska 1991). Gatunek ten tworzy przypuszczalnie na obszarze
jednego zbiornika rézne formy ekologiczne (Krzykawski i wsp. 1999).

Prowadzone w latach 19591961 badania nad zr6znicowaniem
parazytofauny okonia pochodzacego z réznych punktow badan w jednym
zbiorniku (Jezioro Dargin) nasuwajg przypuszczenie, ze populacja okonia sktada
si¢ z kilku grup (stad ?), ktdre przez dtuzszy czas nie zmieniajg strefy
przebywania (Wierzbicki 1971). Zycie stadne okoni moze sprzyjaé

wzajemnemu zarazaniu si¢ niektorymi pasozytami.
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SANDACZ — Sander lucioperca (Linnaeus, 1758)

(Wedtug Kottellata (1997) oraz Froese i Pauly (2001) rodzaj Sander Oken, 1817
uzyskuje priorytet nad: Stizostedion Rafinesque, 1820, Lucioperca Schinz in
Cuvier, 1822, Lucioperca Fleming, 1822, Lucioperca Cuvier in Cuvier et

Valenciennes, 1828 oraz szescioma innymi nazwami rodzajowymi)

Sandacz jest ryba nalezaca do tej samej grupy systematycznej co okon
(Perciformes, Percidae).

Obszar wystepowania sandacza (ryc. 8) rozciaga si¢ obecnie od Jeziora
Aralskiego do Pirenejow i od $rodkowej Skandynawii do péinocnej Italii.
Naturalne wystgpowanie sandacza w Skandynawii ogranicza sie do jezior
bedacych pozostatoscia Morza Ancylusowego (Korycki 1976). W Polsce
sandacz wystepuje w zasadzie na calym obszarze kraju: rzeki, jeziora, zbiorniki
zaporowe, Zalew Wislany (Filuk 1962) i Zalew Szczecinski (Wiktor 1954,
Kraczkiewicz 1969). W zbiornikach zaporowych sandacz wystepuje z reguty w
wyniku wprowadzenia go droga zarybien (Brylinska 1991).

S

Ryc. 8.
Rozsiedlenie sandacza

(Krzykawski i wsp. 1999)

Sandacz preferuje zbiorniki wodne, gdzie dno nie jest muliste, a prad zbyt

wartki. Pomimo, ze jest to gatunek typowo stodkowodny, moze jednak
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przebywaé, nawet przez dtuzszy czas, w morskich wodach przybrzeznych
(Korycki 1976). Sandacz zasiedla gtéwnie dolny bieg rzek, stonawe zatoki-
morskie oraz stosunkowo ptytkie i rozlegte jeziora typu sandaczowo-
leszczowego (Krzykawski i wsp. 1999).

Jest to jeden z kilku gatunkow decydujacych o dochodowosci rybactwa
jeziorowego, za$ jego znaczenie ekonomiczne i ekologiczne stale wzrasta
(Wotos 1996).

Potowy sandacza w wodach stonawych Baltyku od lat wahaja sie w
granicach od 2 do 2,7 tys. ton (w roku 1996 — 2,5 tys. ton), co stanowi 10%
Swiatowych potowdw sandacza (B{aszcz;k 1999). W wodach Zalewu
Wislanego w roku 1997 potowy sandacza stanowity 26,5% ogélnych potowéw
(Borowski i Dabrowski 1999), zas w wodach Migdzyodrza w poréwnaniu
z rokiem 1989 (20 ton) spadty do szesciu ton w latach 199698 (Btaszczyk
1999). |

Ciato sandacza jest smuklejsze od okonia, przypomina go jednak budowa,
rozmieszczeniem ptetw i szorstkg powierzchnia ciata, ktére pokryte jest
grzebykowatymi tuskami (Zatachowski 1997). Otwor gebowy duzy, koncowy,
sigga poza tylna krawedz oka. Na szczgkach, kosciach podniebiennych
wystepuja, oprocz drobnych zabkoéw, duze zeby w postaci ,,ktéw”. Drobne zabki
znajdujg si¢ rowniez na lemieszu. Dwie pletwy grzbietowe sg zwykle
oddzielone od siebie, pierwsza twarda druga — miekka. Linia naboczna wyrazna,
przebiega prosta wzdhuz catego ciata, nachodzac na ptetwe ogonowa
(Krzykawski i wsp. 1999). Luska sandacza jest ktenoidalna i cienka (Brylinska
1991). Ubarwienie u tego gatunku jest bardzo zréznicowane. W czesci
grzbietowej zielonawoszare, a w brzusznej bialawe. Na bokach ciata na
stalowym tle wystgpuje 812 ciemnych, poprzecznych smug (Korycki 1976).
Niektore cechy przeliczalne mozna przedstawié nastepujaco:

D XIII-XVIL, D, I-11I 19-24, A II (1IT) (10)11-13, 1.1. 80-97 , Sp. br. 13-15
(Krzykawski i wsp. 1999).
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Sandacz juz w mtodosci (kiedy jego dtugos¢ wynosi zaledwie kilkanascie
centymetréw) zywi si¢ juz rybami réznych gatunkéw: stynki, ukleje, okonie
1 jazgarze, lecz zdecydowanie preferuje osobniki o niewielkich rozmiarach
(Zatachowski 1997). Sktad pokarmu u tego gatunku (zar6wno narybku jak i ryb
dorostych ) nie jest jednakowy dla wszystkich populacji ze wszystkich
zbiornikéw wodnych. Jest on uzalezniony od skfadu gatunkowego bytujacej
w nim fauny bezkregowej (Brylinska 1991). Sandacze zeruja w czasie dnia lub
w porach brzasku i zmroku (Zatachowski 1997).

Rozréd u sandacza przypada na p6zna wiosng 1 wezesne lato, kiedy to
osobniki kojarza si¢ w pary (Za%achowsk} 1997). Ikra sktadana jest na dnie
zwirowatym lub piaszczystym (Krzykawski i wsp. 1999), po czym samiec
pozostaje przy niej az do wylegu, nie opuszczajac gniazda nawet w obecnosci
cztowieka (Zatachowski 1997). Sandacz jest rybg trzymajaca si¢ okreslonego
terytorium i nie przejawia tendencji do przemieszczania si¢ zbyt daleko od
miejsc rozrodu (Brylinska 1991). W rejonie tarliska zaczyna grupowac sie juz w
okresie zimy, przebywajac w nim do konca czerwca. W okresie letnim rozprasza
si¢ po calym zbiorniku wodnym (Bielawski 1997).

Sandacz wystepujacy w Zalewie Wislanym, i Szczecinskim (Wiktor 1954,
Kraczkiewicz 1969) odznacza si¢ silng tendencja wedrowania, co jest zwigzane
z rozproszeniem si¢ w lecie stynki (gtownego sktadnika pokarmu sandacza)
(Brylinska 1991).

Mozliwoséé wspotwystgpowania okonia i sandacza w jednym zbiorniku,
oraz fakt, ze male okonie sg czgstym pokarmem sandaczy (Zatachowski—
informacja ustna) stwarza dodatkowe mozliwosci zarazenia si¢ pasozytami.
Zwazywszy jednak na fakt, ze okonie do 5 cm nie sa atakowane przez Achtheres
(Kozikowska 1957) bezposredni kontakt obu gatunkéw podczas pozerania

matych okoni nie stwarza bezposredniego zrodta zarazenia dla sandacza.
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1.4 Poréwnanie parazytofauny sandacza i okonia na podstawie literatury

Tabela 1 sporzadzona na podstawie literatury obejmuje 101 gatunkéw
pasozytéw, z ktérych 29 wystepuje réwnoczesnie u okonia i sandacza (stanowi
to 28,7% parazytofauny ,,wspdlnej” dla obu zywicieli). Nalezy takze zwrdcié
uwage, ze na siedem gatunkéw widlonogéw zanotowanych u obu zywicieli, az

cztery wystepujg zar6wno u okonia jak i u sandacza.

Tab. 1. Poréwnanie parazytofauny Sander lucio})erca 1 Perca fluviatilis na przyktadzie
literatury

e
Lp Gatunek Sander lucioperca Perca fluviatilis
sandacz okon
1 | Trypanosoma percae Brumpt, 1906 Jastrzebski (1884a)
2 | Ichthyobodo necator (Henneguy,
| |1883) Pinto, 1928 Kulwie¢ (1931)
3 | Trypanoplasma spp. Groba (1973)
4 | Eimeria percae (Riviere, 1914) Jastrzgbski (1984b)
5 | Eimeria tedlai Molnar et Fernando,
1974 Jastrzgbski (1984b)
6 | Pleistophora sp. Waluga, Whasow
(1988)
7 | Myxidium pfeifferi Auerbach, 1908 Barkowskaja 1998
8 | Myxobolus ellipsoides Thélohan,
1892 Pojmanska i wsp. (1980)
9 [ Myxobolus muelleri Biitschli, 1882 | Waluga i Whasow
i (1988)
10 | Myxobolus sandrae Reuss, 1906 Grabda 1 Grabda El-Tantawy (1989a, b)
(1971)
11 | Myxobolus sp. Kozicka (1959)
| 12 [ Henneguya creplini (Gurley, 1894) Wierzbicki (1970)
13 | Henneguya lobosa (Cohn, 1895) Pojmanska i wsp. (1980)
14 | Henneguya psorospermica El-Tentawy (1989a, b)
Thélohan, 1895
15 | Henneguya sp. Grabda i wsp. (1961b)
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(Dujardin, 1845) metacerkaria

Kozicka (1958a)

16 | Henneguya wolinensis Romuk-
Wodoracki, 1990 Romuk-Wodoracki (1989)
17| Rhabdospora thelohani Waluga i Wlasow
(Henneguy ) (1988)
18 | Chilodonella piscicola (Zacharias, | Kazubski i Migata Wierzbicki (1970)
1894) Jankowski, 1910 (1974)
19 | Erastophrya chattoni Fauré-
Fremiet, 1943 Skrenty (1999)
20 | Capriniana piscium (Biitschli, Waluga 1 Wiasow Kozicka (1966)
1889) Jankowski, 1973 (1988) Skrenty (1999)
21 | Ichthyophthirius multifiliis Fouquet, Pastuszko i wsp. (1984)
1876
22 | Apiosoma piscicolum Blanchard, Waluga 1 Whasow
1885 (1988)
23 | Trichodina domerguei f. acuta
| |Lom, 1961 Pastuszko i wsp. (1984)
24 | Trichodina nigra Lom, 1960 Kazubski i
Pilecka-Rapacz
i (1981)
_\?_L Trichodina sp. Wierzbicki (1970)
26 | Trichodina percae Kaschkovsky i
Lom, 1979 Barkowskaja (1998)
27 | Trichodina urinaria Dogiel, 1940 Kozicka (1959) Wierzbicki (1970)
28 | Trichodinella epizootica (Raabe,
1950) Kozicka (1959) Skrenty (1999)
29 | Ancyrocephalus paradoxus Creplin, | Pojmanska i wsp. Wierzbicki (1970)
1839 (1980)
30 | dncyrocephalus percae Ergens, Grabda-Kazubska i
1966 wsp.(1987)
31 | Gyrodactylus sp. Waluga i Wlasow
B (1988)
32 Iehthyocotylurus platycephalus Niewiadomska Pojmanska i wsp. (1980)
| (Creplin, 1825) metacerkaria (1977)
33 |Ichthyocotylurus variegatus Niewiadomska Niewiadomska (1977)
| (Creplin, 1825), metacerkaria (1977)
34 | Bucephalus polymorphus Baer, Niewiadomska Pojmanska i wsp. (1980)
1827 (1977)
| |metacerkaria ,
35 | Bucephalus polymorphus Baer, Rokicki (1975) Ejsymont, (1970)
1827
36 | Rhipidocotyle campanula Rokicki (1975) Pojmanska i wsp. (1980)
(Dujardin, 1845) Pojmarnska i wsp.
(1980)
Sterud i Appleby
(1996)
\"\
37 | Rhipidocotyle campanula

Ejsymont (1970)
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38 | Bunodera luciopercae (Miiller,
L 1776) Liihe, 1909 Rokicki (1975) Wierzbicki (1970)
39 | Phyllodistomum folium (Olfers,
1816) Braun, 1899 Ejsymont (1970)
40 | Phyllodistomum sp. Wyrzykowska (1964)
41 |Azygia lucii (Miiller, 1776) Braun, | Pojmanska i wsp. Ejsymont (1970)
1893 (1980)
42 | Azygia sp. Milicer (1938)
43 | Nicolla skrjabini (Ivanitzky, 1928)
Dollfus, 1959 Rokicki (1975)
44 | Sphaerostomum bramae (Miiller,
1776) Liihe, 1909 Dabrowska (1970)
45 | Echinichasmus sp., Niewiadomska (1977)
|| metacerkaria
46 | Diplostomum baeri Dubois, 1937
metacerkaria Niewiadomska (1988)
47 | Diplostomum sp. Niewiadomska Pojmanska i wsp. (1980)
metacerkaria (1977)
48 | Diplostomum spathaceum
(Rudolphi, 1819) Braun, 1893 Waluga i Wiasow Wierzbicki (1970)
metacerkaria (1988)
49 | Tylodelphys clavata (von Niewiadomska Wierzbicki (1970)
Nordmann, 1832) Diesing, 1850 (1977)
metacerkaria Waluga i Wlasow
(1988)
50 | Tylodelphys podicipina Kozicka et
Niewiadomska, 1960 Wierzbicki (1970)
metacerkaria
S1 | Posthodiplostomum brevicaudatum
(von Nordmann, 1832) Wisniewski, Wierzbicki (1970)
1958
| |metacerkaria
52 | Posthodiplostomum cuticola (von _ .
Nordmann, 1832) Dubois, 1939 Pojmanska i wsp. (1980)
| metacerkaria
53 [Tchthyocotylurus pileatus Grabda-Kazubska i wsp.
(Rudolphi, 1802) (1987)
| metacerkaria :
54 | Ichthyocotylurus variegatus Grabda-Kazubska i wsp.
| (Creplin, 1825) metacerkaria (1987)
55 | Apatemon annuligerum (von _
Nordmann, 1832) Odening, 1970 Kozicka (1972)
|| metacerkaria
56 |Tetracotyle annuligerum (von .
Nordmann, 1832) Kozicka, 1961 Kozicka (1958)
5  metacerkaria l
Tetraco erca-fluviatilis
S Linstow[,yieég6 : Adamezyk (1974)
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58 | Tetracotyle sp., Kozicka (1953)
metacerkaria Grabda i wsp. (1961b)
59 | Apophallus donicus (Skrjabin et Wierzbicka i Wierzbicka 1 Wierzbicki
Lindtrop, 1919) Price, 1931 Wierzbicki (1973) (1973)
metacerkaria
60 | Brachyphallus crenatus (Rudolphi,
1802) Odhner, 1905 Rokicki (1975)
61 |Caryophylleus laticeps (Pallas,
1781) Liihe, 1910 Rokicki (1975)
62 | Triaenophorus crassus Forel, 1880 Rokicki (1975)
63 | Triaenophorus nodulosus (Pallas, Grabda-Kazubska i wsp.
1781) Rudolphi, 1819 (1987)
64 | Trianeophorus nodulosus (Pallas,
1781) Rudolphi, 1819 Ejsymont (1970)
plerocerkoid
65 | Eubothrium crassum (Bloch, 1779) Romanowski (2000)
66 | Bothriocephalus scorpii (Miiller,
1776) Rokicki (1975) Rokicki (1975)
67 | Diphyllobothrium latum (Linnaeus, Romanowski (2000)
1758)
plerocerkoid
68 | Diphyllobothrium sp., plerocerkoid Ejsymont (1970)
69 | Ligula intestinalis (Linnaeus, 1758)
plerocercoid Wierzbicki (1970)
70 | Proteocephalus percae (Miiller,
1780) Railliet, 1899 Wierzbicki (1970)
71 | Proteocephalus sp. Kozicka (1959)
72 | Paradilepis scolecina (Rudolphi,
1819) Kozicka (1971)
larwa
73 | Valipora campylancristrota
(Wedl, 1855) Kozicka (1971)
74 | Desmidocercella numidica (Seurat,
1920) Yorke et Maplestone, 1926 Wierzbicki (1970)
larwa
75 | Camallanus lacustris (Zoega, 1776) | Pojmanska i wsp. Ejsymont (1970)
Railliet et Henry, 1915 (1980)
76 | Camallanus truncatus (Rudolphi,
1814) Rokicki (1975)
77 |larwa Anisakis simplex (Rudolphi, | Piasecki i Sobecka
1809) (1987)
78 | Hysterothylacium aduncum Rokicki (1975)
(Rudolphi, 1802) Romanowski (2000)
79 | Raphidascaris acus (Bloch, 1779)
Railliet et Henry, 1915 Ejsymont (1970)
80 | Schulmanella petruschewskii
(Schulman, 1948) Skrenty (1999)
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81 | Neoechinorhynchus rutili (Miiller, | Rolbiecki, Rokicki | Wierzbicka, Wierzbicki
1780) (1993) (1971)
82 |larwa Corynosoma strumosum
(Rudolphi, 1802) Liihe, 1904 Barkowskaja (1998)
83 | Corynosoma semerme (Forssell,
1904) Liihe, 1911, larva Barkowskaja (1998)
84 | Acanthocephalus clavula (Dujardin,
1845) Grabda-Kazubska et Chubb, Milicer (1938)
1968
85 | Acanthocephalus anguillae (Miiller,
1780) Liihe, 1911 Ejsymont (1970)
86 | Acanthocephalus lucii (Miiller,
1776) Liihe, 1911 Rokicki (1975) Ejsymont (1970)
87 | Echinorhynchus salmonis Miiller,
1780 Dabrowska (1970)
88 | Echinorhynhus gadi Zoega in
Miiller, 1776 Romanowski (2000)
89 | Pomphorynchus leavis (Zoega in Rolbiecki 1
Miiller, 1776) Rokicki (1993) Romanowski (2000)
90 | Hemiclepsis marginata (Miiller, * Hajduk D., Hajduk Z.,
1774) (1984)
91 | Piscicola geometra (Linnaeus, Waluga, Wlasow
1761) Blainville, 1818 (1988) Wierzbicki (1970)
92 | Caspiobdella fadejewi (Epshtein,
1961) Bielecki (1990a)
93 | glochidium Unionidae gen. sp.,
Dabrowska (1970) Niewiadomska (1977)
Skrenty (1999)
94 | Neoergasilus japonicus (Harada,
1930) Valtonen (1992)
95 | Ergasilus briani (Markewitsch,
1932) Valtonen (1992)
96 | Ergasilus sieboldi von Nordmann, Kozikowska Wierzbicki (1970)
1832 (1975) Tuuha i wsp. (1992)
97 | Achtheres percarum von Kozikowska
Nordmann, 1832 (1975) Wierzbicki (1975)
Piasecki (1993c) | Piasecki i Wotoszyn (1991)
98 | Caligus lacustris Steenstrup et
Liitken, 1861 Piasecki (1993c¢) Kozikowska (1975)
99 | Argulus coregoni Thorell, 1864 Waluga, Wiasow
(1988)
100 | Argulus foliaceus (Linnaeus, 1758)
Piasecki (1993c¢) Wierzbicki (1970)
101 | Acarina gen sp.

Skrenty (1999)
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Il MATERIAL I METODY

2.1 Morfologia — metody optyczne

Widlonogi z rodziny Lernaeopodidae maja bardzo charakterystyczna
budowe. Samica w toku ewolucji bardzo dobrze przystosowata si¢ do
pasozytnictwa, podczas gdy samce sa duzo mniejsze i ich plan budowy i
wymiary nie odbiegaja wiele od wymiar6éw i struktury ostatniego stadium
larwalnego (Chalimus IV). Z tego tez powodu wigkszos¢ badar
morfologicznych widtonogdéw z tej grupy dotyczy wtasnie samic.

Ciato zenskiego przedstawiciela Lernaecopodidae po ostatniej lince rosnie
nadal powigkszajac wielokrotnie swoje wymiary. Segmentacja zostaje prawie
calkowicie zatarta. W ogo6lnym planie budowy mozna wyodrgbnic trzy gtéwne
czesci, z ktérych kazdy spetnia jedng z podstawowych potrzeb organizmu:
cephalothorax (glowotutéw) z uwagi na swoje wydtuzenie, obecnosc
przydatkéw gebowych i syfon gebowy — jest odpowiedzialny za odzywianie.
Tutéw genitalny — jest odpowiedzialny za rozrodczos¢, zas ,,ramiona” (maxille
II pary) — za trwaly kontakt z zywicielem.

Na przestrzeni ostatnich dziesigcioleci zmieniato si¢ nazewnictwo
stosowane do okreslania czgsci ciata widtonogoéw pasozytniczych. Wynikato to
z trudnosci znalezienia homologii czg¢sci ciata silnie przeksztatconych
Lernaeopodidae ze skorupiakami wolnozyjacymi. Dopiero obszerna monografia
Kabaty (1979) wprowadzita nazewnictwo, stosowane powszechnie do tej pory.
Z uwagi na pewne roznice migdzy terminami stosowanymi w literaturze polskiej
przez innych autoréw, positkujac si¢ schematem zapozyczonym z Kozikowskiej,
Jary i Grabdy (1956) (ryc. 9), zdecydowalam si¢ na uporzadkowanie wybranych
nazw (Tab. 2).
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Tab. 2. Tabela poréwnujaca wybrane nazwy stosowane w pracy Kozikowskiej, Jary i Grabdy

(1956) z nazwami uzywanymi w niniejszej pracy.

Kozikowska, Jara 1 Grabda (1956)

(numeracja wedtug ryciny 9)

Nazwy stosowane w niniejszej pracy

Cephalothorax (glowotutéw) (1)

Cephalothorax (gtowotutow)

Abdomen (2) Tuléw genitalny
Postabdomen (3) Wyrostek kopulacyjny (piciowy)
Wyrostek plciowy (4) (koncédwka wyrostka kopulacyjnego)

Zbiornik nasienia (4a) spermatofor
Worki jajowe (5) Worki jajowe
Ryj (6) Stozek gebowy
przyssawka (12a) bulla

Niektore elementy uzbrojenie przydatkéw powtarzaja si¢ u

wigkszosci przedstawicieli rodziny Lernaeopodidae. Kabata (1966, 1979)

zaproponowat stosowanie odpowiedniej terminologii i cyfr (ryc.10) do

okreslenia szczeg6tow budowy réznych przydatkow. Od tego czasu

terminologia Kabaty jest stosowana w opisach morfologicznych widtonogéw z

tej grupy. Przyjeto jg rowniez w niniejszej pracy.

Do obserwacji szczeg6téw budowy zawieszano wypreparowane narzady

gebowe w kropli kwasu mlekowego na szkietku o specjalnej konstrukcji

(Humus i Gooding 1964) uzywajac mikroskopu $wietlnego OLYMPUS BX50.

Rysunki wykonano przy uzyciu przystawki rysunkowej. Do wykonania

fotografii o powigkszeniach od 1x do 3x wykorzystano aparat cyfrowy Nikon

Coolpix 950 sprz¢zony z mikroskopem stereoskopowym (Nikon SMZ 8000).
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A B

Ryc. 10. Schemat uzbrojenia apikalnego A—Anteny I (wg Kabaty 1979) B-endopoditu
Anteny II (wedtug Kabaty 1979) (uzupetnione wg Piaseckiego 1987)
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2.2 Skaningowy mikroskop elektronowy (SEM)

Materiat stuzacy do analizy szczeg6téw budowy rézniacych obie formy
widtonogdéw z rodzaju Achtheres zostal utrwalony w buforze kakodylanowym
(o sktadzie: kakodylan sodu, sacharoza i woda), z dodatkiem aldehydu
glutarowego. Wobec faktu iz nie wykonywano zadnych przekrojow
zrezygnowano z kontrastowania czterotlenkiem osmu i preperaty bezposrednio
po utrwaleniu przeprowadzono przez szereg ptynow odwadniajgcych (etanol
o stezeniu 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 1 95%, aceton I, aceton II).

Utrwalone i odwodnione preparaty suszono w punkcie krytycznym CO,, (przy
ci$nieniu rzedu 1100 p.s.i. i temperaturze okoto 30°C), po czym umieszczono je
na specjalnych stoliczkach przedmiotowych (uzywajac kleju SILBER PRINT)
1 poddano procesowi napylania ztotem. Metodyka, ktorg zastosowano jest
zmodyfikowang wersja standardowej metody wykonywania preparatow z tkanek
czlowieka stosowanej w Zaktadzie Histologii PAM przez Panig prof. Rézewicka
1]jej zespot. Ze wzgledu na stopniowe dochodzenie do optymalnych warunkdw
przygotowania preparatéw do obserwacji w SEM, wprowadzono szereg
modyfikacji dotyczacych migdzy innymi czasu utrwalania, sktadu mieszaniny
utrwalajacej (stosunek buforu kakodylanowego do aldehydu glutarowego), oraz
czasu odwadniania. Specyficzny sposob mocowania preparatow, zapobiegat
przypadkowemu utozeniu si¢ pasozytow podczas ich utrwalania, ktére to nie

pozwolitoby na dotarcie do interesujacych autora szczegdtéw budowy.

2.3 Biometria

Material do badan biometrycznych pochodzit z Jeziora Dabie. W celu
wykluczenia réznic morfologicznych, bedacych wynikiem przystosowania
do specyficznego miejsca bytowania na zywicielu (jama gebowa, badz skrzela)

do pomiaréw wykorzystano tylko osobniki Achtheres ,,0” i Achtheres ,,S”
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zyjace na skrzelach w postaci dojrzatych samic z wyksztatconymi workami
jajowymi. Chcgc wyeliminowac réznice wiekowe materiat zebrano bardzo
wezesniej (od 22 kwietnia 1999 roku do 10 maja 1999 roku). Byty to widtonogi,
ktére przezimowaty na zywicielu, a zatem reprezentowaty pokolenie (pokolenia)
roku 1998. Do badan morfometrycznych wykorzystano po 100 osobnikéw
z kazdego zywiciela, wykonujac 13 pomiaré6w wedtug samodzielnie
skonstruowanego schematu pomiarowego (ryc. 11). Materiat przechowywano
w alkoholu etylowym o stezeniu 75%. U kazdego osobnika mierzono: dtugosé
ptytki gtowowej (1), dlugos¢ gtowotutowia (2), dtugos¢ tutowia genitalnego (3),
szeroko$¢ catkowita (4), grubos¢ tutowia genitalnego (10), dlugos$¢é wyrostka
kopulacyjnego (5), dtugos¢ (6) i szeroko$¢ (7) workéw jajowych, srednice jaj
(8), dtugosé (9) i grubos¢ (11) maxilli IT pary, oraz catkowita dtugos¢ ciata
z wyrostkiem (2 + 3 + 5) i bez wyrostka kopulacyjnego (2+ 3). W przypadku
pomiaru dotyczacego szerokosci tutowia genitalnego uktadano osobnika w
potozeniu brzusznym. Dtugo$¢ maxilli II pary mierzono do miejsca przyczepu
bulli, zas dtugoéé wyrostka kopulacyjnego mierzono bez spermatoforow.
Wszystkich pomiaréw dokonywano przy uzyciu specjalnej nasadki
okularowej (PZO-OK 15 KM). Odczytane dane przeliczono na mm i
‘wprowadzono do arkusza obliczeniowego programu STATISTICA 5.0 PL. Przy
stawianiu hipotezy o istnieniu dwoch form widtonogéw z rodzaju Achtheres
pasozytujacych u okonia i sandacza pomocna okazata si¢ analiza skupien. Do
sporzadzenia dendrogramu wybrano losowo 40 osobnikéw (po 20 z kazdego
zywiciela). Aglomeracj¢ przeprowadzono postugujac si¢ metodg pojedynczego
wiazania w ktorej to odlegtos¢ migdzy dwoma skupieniami zostaje okreslona
przez odleglosé dzielaca dwa sasiadujgce obiekty nalezace do réznych skupien.
Odlegtos¢ miedzy obiektami wyliczano jako miarg euklidesowg czyli odlegtos¢
geometryczna w przestrzeni wielowymiarowe;.
W celu okreslenia cech najbardziej réznicujacych obie formy przeprowadzono

regresje wielokrotng. Postuzono si¢ metoda regresji krokowej, ktéra wprowadza
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Ryc. 11. Schemat pomiarowy samicy widtonoga z rodzaju Achtheres
(wg Kabaty 1979, zmienione) (objasnienia w tekscie)
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oddzielnie do réwnania zmienne niezalezne, lub usuwa te zmienne w kazdym
kroku regresji az uzyska si¢ najlepsza opcj¢ tego réwnania (z pomocy

do Statistiki 5.0 PL).

2.4 Badania genetyczne (Lancuchowa reakcja polimerazy)

2.4.1. Materialy i metody podstawowe

1. Wszystkie odczynniki jatowe poddane byly sterylizacji w autoklawie w
nastepujacych warunkach:
« cisnienie 1 atm
« temperatura 121°C
« czas 15 min

2. Bufor TE (10 mM Tris pH 8.0 w temp. 25°C, 1 mM EDTA, jat.) na 10
ml:
e 100 pl Tris I M pH 8,0
« 20 ul EDTA 0.5 M pH 8,0
« uzupetniono wodg do 10 ml

3. Tipsy (jal.)

4. Probéwki Eppendorfa (jat.)

5. Woda redestylowana (jat.)

2.4.2. Pozyskanie i przechowywanie widlonogow z rodzaju Achtheres

reprezentujgcych obie formy

Okonie i sandacze zostaty odtowione w maju 1997 na Jeziorze Dabie. Z
kazdego zywiciela zebrano po 20 osobnikow Achtheres ,,0” i Achtheres ,,S”.
Materiat do badan stanowity tylko doroste samice z wyraznymi workami
jajowymi. Pozyskane osobniki przechowywano przed rozpoczeciem badan w

probéwkach z 75% alkoholem etylowym. Materiatem do izolacji DNA byty
worki jajowe, w kidrych jaja wykazywaly juz wyrazna pigmentacje.
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Zaréwno z okonia jak i sandacza pobrano skrawki watroby do izolacji DNA
ryb. Te probki DNA ryb poddano takze reakcji PCR jako kontrole w celu
wykluczenia mozliwosci ,,zanieczyszczenia” badanego DNA Achthers ,,0”

i Achtheres ,,S” materiatem genetycznym ich zywiciela. Do badan
poréwnawczych w czerwcu 2000 roku odtowiono leszcze, takze z jeziora Dabie,
z ktorych zebrano 20 osobnikdéw Tracheliastes maculatus — reprezentujacego

ta sama grupe widtonogow (stodkowodne Lernaeopodidae) — przechowywano

je takze w 75% alkoholu etylowym).

2.4.3. DNA

Do reakcji PCR w przypadku Achtheres ,;O0” i Achtheres ,,S” uzyto matryc
DNA otrzymanych z workow jajowych, zas w przypadku 7. maculatus z leszcza
DNA - izolowane z catych osobnikow.

Do izolacji DNA z powyzszych materialow, a takze z skrawkoéw watroby
ryb zastosowano zestaw Easy Genomic DNA Prep Plus (A&A Biotechnology,
Polska), opierajacy si¢ na zdolnosci wigzania si¢ DNA do zt6z krzemionkowych
w wysokich stezeniach soli chaotropowych. Komorki/tkanki lizowane sg w
odpowiednim buforze lizujacym, zawierajacym sole chaotropowe i detergenty
niejonowe (bufor LT). Dodatkowo w procesie lizy uczestniczy silna proteaza
(Proteinaza K). W tych warunkach dochodzi do lizy komorek i degradacji
wszelkich biatek. Nastgpnie mieszanina nanoszona jest na minikolumne ze
specjalnym zlozem krzemionkowym. DNA przechodzac przez ztoze adsorbuje
sie na nim, podczas gdy zanieczyszczenia przechodza nie wigzac sig¢. Po
wyptukaniu z kolumny resztek zanieczyszczen, oczyszczone DNA wymywane
jest z kolumny niskojonowymi buforami lub woda i nadaje si¢ do
bezposredniego wykorzystania bez koniecznosci precypitacji.

Izolacje DNA przeprowadzono doktadnie wedlug procedury producenta
zestawu dla tkanek statych.
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2.4.4. Pomiary stezenia DNA
Stezenie DNA matrycowego zawieszonego w buforze TE (pkt. 1)
mierzono za pomoca kalkulatora RNA/DNA firmy Pharmacia. Wszystkie

roztwory DNA matrycowego doprowadzano do st¢zenia 5 ng/pl.

2.4.5. Elektroforeza na zelu agarozowym

1. Przygotowano 1,5% zel agarozowy w buforze 1 x TBE. Agaroze
rozpuszczono catkowicie w tazni wodnej lub kuchence mikrofalowe;j
doprowadzajac do poczatku wrzenia.

2. Ostudzono zel do temperatury okoto 60°C. Dodano roztworu bromku
etydyny do konicowego stezenia 0.2 ng /ml objetosci Zelu.

Z uwagi na to, ze bromek etydyny jest silnym mutagenem — stale
stosowano rekawice gumowe 1 unikano bezposredniego kontaktu
roztworu bromku etydyny ze skora.

3. Wylarno zel na plyte tak, aby ustawiony nad nig grzebien zostat zanurzony
w zelu i spowodowal powstanie studzienek.

4. Po zastygnieciu zelu (minimum 5 min) wyjeto grzebien i wstawiono zel
do aparatu do elektroforezy.

5. Napetniono aparat buforem 1 x TBE do wysokos$ci 5 mm nad
powierzchnig zelu.

6. Prébki DNA zmieszano z buforem do nanoszenia (tak by objetosé tej
mieszaniny nie przekraczata objetosci studzienki a bufor do nanoszenia
stanowit przynajmniej 1/5 tej objetosei) i tak przygotowane probki
naniesiono mikropipeta do studzienek zelu.

7. Wiaczono zasilanie aparatu do elektroforezy (5-10 V na 1 cm dhugosci
zelu).

8. Gdy barwnik wnikat wyraznie w zel agarozowy mozna przeniesiono zel

pod lampe UV i obserwowano droge migracji DNA (zalezng odwrotnie
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proporcjonalnie do wielkosci fragmentu DNA). Po uzyskaniu pozadanego
rozdzialu zakonczono elektroforeze przez wytaczenie zasilania.
Materiaty:
1. bufor 10 x TBE (pH 8.3 w temp 25°C, jat.) na 1000 ml:
o Tris108 g
e kwas borowy 55 g
« EDTA93¢g
« uzupetnono woda destylowang do 1000 ml
2. agaroza (Sigma, USA)
3. roztwor bromku etydyny 5 mg/ml,
4. bufor do nanoszenia probek na zel:
« 0,25% bftekit bromofenolowy

« 30% glicerol w wodzie.

2.4.6. Elektroforeza na zelu poliakrylamidowym

1. Przygotowano 6% roztwor zelu poliakrylamidowego w buforze 1 x TBE.

Z uwagi na to, ze poliakrylamid jest silng neurotoksyna — stosowano rekawice
gumowe a roztwor wyjsciowy przygotowywano pod wyciagiem.

2. Wylano zel migdzy przygotowane plyty, zanurzono grzebien na glebokosé
okoto 1 cm zelu i pozostawiono w temperaturze pokojowej na czas
polimeryzowania (okoto 30 min).

3. Po spolimeryzowaniu zelu wyjgto grzebien, studzienki wyptukano buforem 1
x TBE i wstawiono ptyty do aparatu do elektroforezy.

4. Aparat napetniono buforem 1 x TBE.

5. Probki DNA zmieszano z buforem do nanoszenia (1/5 objgtosci probki DNA)
i naniesiono mikropipeta do studzienek zelu.

6. Elektroforeze prowadzono w warunkach 5-10 V/em dtugosci zelu.

7. Po uzyskaniu pozadanego rozdziatu zakonczono elektroforeze.
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8. Zel barwiono po wyjeciu z plyt w roztworze bromku etydyny (0,5 pg/ml)

przez 15 min.

9. Zel analizowano w $wietle UV.

Materiaty:

1. bufor 10 x TBE,

2. poliakrylamid — roztwor 30%,

® akrylamid (Sigma, USA) - 29 g,

® bis-akrylamid (Sigma, USA) -1 g,
uzupetnié¢ woda do 100 ml,

3. nadsiarczan amonu (Sigma, USA), 10 % roztwér,

4. TEMED (Sigma, USA),

5. roztwér bromku etydyny 5 mg/ml,

6. bufor do nanoszenia probek na Zel:

® 15% Ficoll,

* 0,25% btekit bromofenolowy.

2.4.7. Amplifikacja przy pomocy metody PCR

1. Zaprogramowano termocykler na warunki podane nizej.

2. Przygotowano mieszaning reakcyjng jak podano ponizej, polimeraze Pwo
dodano na koricu, uzyto specjalnych probéwek Eppendorfa (0,5 ml).

3. Zwirowano w miniwirowce (5000 obrotéw/min. przez 20 s).

7. Niezwlocznie wstawiono probowki do termocyklera i uruchomiono

odpowiedni program.

7.1. Program (profil termiczno czasowy) reakcji PCR, sklad
mieszaniny reakcyjnej i sekwencje starterow EU5.8S i EU18S
® profil termiczno czasowy

1. 35 cykli:
« denaturacia — 60 s, 94°C;



b E‘U[ . -
il
bl | 1;} §
LIt :
‘: [ i‘ i‘i ‘I «<re
_{["‘ﬁ\‘ | -
;\ | | ;,‘e‘l‘l:. ‘: ¢ 1
- L Y
il - ;
bl | ;
it ol
| N !
5 i = o ( g
o |
i N : & ‘; : : »,m“
iy prmamifog jatinog
N ] L o
; 3 K * ,{“T‘Eoﬁ)‘*é 't
i ¥ ey o SHE K
. :' .

: T B ¥ A
Ry e 4 o ."'
N 3
I : [
. T . i ;
’ e o
; B .

y ©.07 wrrichite plmond SSIONISOTN
e R e ‘-} ;




35

« przylaczanie starteréw — 60 s, 56°C;
o wydluzanie — 120 s, 72° C;
2. koncowe wydtuzanie — 3 min, 72°C.
e mieszanina reakcyjna:

1. woda—32,5 pl,

g

10x stgzony bufor reakcyjny dla termostabilnej polimerazy DNA - 5 ul,
3. starter EUS5.8S — 2 pl,

4. starter EU18S — 2 ul,

5. matryca 5 ng/pl — 1pl,

6. 200 uM dNTP — 5 pl,

7. MgCl, (50 mM) -2 pl,

7. termostabilna polimeraza DNA — 0,5 ul (2,5 U)

e sekwencje starterow:
1. starter EUS.8S (5'-CCATCCAAGTACTAACCAGGC -3') (21 nt)
3. starter EU18S (5'-GAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG -3") (24 nt)

7.2. Program (profil termiczno czasowy) reakcji PCR, sklad
mieszaniny reakcyjnej i sekwencje starterow 18SF1 i 28SR
e profil termiczno czasowy
1. 40 cykli:
« denaturacja—30s, 93°C,
» przytaczanie starteréw — 60 s, 48°C,
« wydtuzanie — 120 s, 72° C,

2. koncowe wydtuzanie — 3 min, 72°C.

® mieszanina reakcyjna
1. woda—32,5 ul,
2. 10 x stezony bufor reakcyjny dla termostabilnej polimerazy DNA — 5 pl,
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8. starter 18SF1 —2 pl,

9. starter 28SR — 2 l,

10. matryca 5 ng/pl — 1 pl,

11.200 uM dNTP -5 pl,

12. MgCl, (50mM) — 2 l,

7. termostabilna polimeraza DNA - 0,5 ul (2,5 U)

sekwencje starterow:
1. starter 18SF1 (5'-GCGAAGCATTTGCCAAGAA -3") (19 nt)
2. starter 28SR (5'-TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT -3') (20 nt)

2.4.8. Polimorfizm dlugosci fragmentéw restrykcyjnych (RFLP)

3.
4.

5.

Przygotowanie prob.

. Trawienie przeprowadzono w podanych nizej warunkach odpowiednich dla

kazdego enzymu restrykcyjnego (tabela 3).

. Przygotowano w probéwkach Eppendorfa mieszaning reakcyjng jak podano

ponizej.
Enzym dodano na koncu. Trawienie przeprowadzono w objetosci 20 pl.
Probéwki inkubowano w temperaturze 37 C przez 3 godz.

Potrawione proby przechowywano w temperaturze 4,

10 ul préby i 2 pl barwnika naniesiono na 6% zel poliakrylamidowy

Mieszanina reakcyjna (V; =20 ul).

1. 10 x stezony bufor rekomendowany dla okreslonej restryktazy — 2pl.

2. BSA 1mg/ml - zaleznie od wymagan enzymu — 2 pl.

3. Woda dejonizowana — uzupetnienie do 20 pl.

4. Produkty amplifikacji — 15 pl.

5. Odpowiedni enzym — 1 pl.
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Materiaty
1. Enzymy restrykcyjne.

Tabela 3. Enzymy restrykcyjne stosowane do RFLP.

Enzymy restrykcyjne Sekwencje rozpoznania | Bufor do trawienia
(Fermentas MBI) (Fermentas MBI)
Hinfl 5 GJANT C 3 R"
3'C TNAIG 5’
Mbol 5 JGATC 3 R"
3’ CTAG! 3
Alul 5 AGICT3’ Y Tango
3’ TCTGA%

2. Bufory do trawienia enzymatycznego

Bufor R

e Tris-HCL (pH8.5) 100 mM
e MgCl, 100 mM
e KCL 100 mM
Bufor Y Tango:

e 33 mM Tris-Hel (pH 7.9)
e 10 mM MgCl,
e 6,6 mM KCL

0,1 mg/ml BSA

BSA (1 mg/ml)
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III WYNIKI

3.1 Morfologia

Wykorzystujac mikroskopig optyczng dokonano badar ogélnej budowy
ciata obydwu form: Achtheres ,,0” i Achtheres ,,S”. Formy te majg ten sam plan
budowy i zblizone proporcje. Ich ciato wiasciwe sktada sie z dwoch gtéwnych
czesci: glowotutowia i tutowia genitalnego (ryc. 2, 3). Glowotutéw jest
relatywnie krotki. Jego waznym elementem jest potozony terminalnie stozek
gebowy (syfon gebowy) ztozony z labrum i labium. Wewnatrz stozka znaj duje
si¢ para mandibuli. Od strony dorsalnej stozka sg usytuowane anteny I pary
i nieco na zewnatrz, anteny II pary. Po bokach stozka wystepujg maxille I pary.
Wymienione powyzej przydatki maja wzglednie mate wymiary, poréwnywalne
z wymiarami stozka ggbowego (ryc. 2). Najwigksze przydatki to maxille II pary
usytuowane na $rodku cephalothoraxu od strony brzusznej (ryc. 11). Zostaty
one przeksztatlcone w mocne cylindryczne ,,ramiona”, swojg dtugoscia
przekraczajace dwukrotnie dfugos¢ catego glowotutowia. Konce ,,ramion” sq
zro$niete z trabkowatego ksztattu bulla. Bulla stanowi narzad czepny dorostych
samic widtonogow z rodziny Lernaeopodidae, kotwiczaca te pasozyty na state
na powierzchni ciata zywiciela. U podstawy ,,ramion” znajdujq sie otwory
bedace ujsciami kanatow maxillarnych — stanowiacych ujscia uktadu
wydalniczego widtonogdow. Pomigdzy maxillami II pary zlokalizowane sg
wielokrotnie mniejsze maxillipedia. Tutéw genitalny ma catkowicie zatarta
segmentacje. Jest lekko sptaszczony grzbietobrzusznie i ma trudny do
zdefiniowania obty ksztatt. Przypomina worek z elastycznej grubej kutikuli.
Jedyne §lady pierwotne; segmentacji widoczne sa w umig$nieniu tutowia
(tej cechy nie bierze sig¢ obecnie pod uwage w badaniach systematycznych
widlonogéw) oraz w obecnosci szczatkowych odnézy tutowiowych pierwszej i

drugiej pary. Odnoza te majg postac krotkich szczecinek. Tutdéw genitalny jest
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tagmg utworzong przez zrastajace si¢ somity tutowia (thoraxu) i kompleksu
genitalnego (zaliczanego przez niektorych morfologéw réwniez do tutowia).
Odwlok (abdomen) u tej grupy widlonogdéw ulega catkowitemu uwstecznieniu,
podobnie jak furka. Bardzo czesto za odwtok jest uwazany wyrostek plciowy
z otworami kopulacyjnymi, wystajacy nieraz daleko poza tylna krawedz ciata.
Badane formy Achtheres ,,O” i Achtheres ,,S” rézniq sie zdecydowanie
dwiema cechami budowy ogodlnej: ksztaltem tutowia genitalnego oraz wzgledna
wielkoscig wyrostka kopulacyjnego. Roznice ksztattu tutowia sa widoczne
jedynie w widoku grzebietobrzusznym. Tuléw genitalny u Achtheres ,,0”,
mimo obtego ksztattu wydaje si¢ bardziej kwadratowy (ryc. 12), za$ ten
u Achtheres ,,S” — mocno wydtuzony. (ryc. 13). Najbardziej jednoznacth
cecha roznigca jest wzgledna dtugos¢ wyrostka kopulacyjnego. Wyrostek ten
jest bardzo krotki u Achtheres ,,0” zas u Achtheres ,,S” osiaga on wydatne

rozmiary.

Badania nad morfologia widtonogdw opierajq sie przede wszystkim na
szczegbtowej analizie narzadow gebowych. Zwazywszy na ten fakt

przeprowadzono obserwacje ksztaltu i uzbrojenia wszystkich przydatkéw

gtowotutowia u Achtheres ,,0” i Achtheres ,,S”.

Antena I pary (czutek I pary) — sktada si¢ u obydwu form z trzech
segmentéw. Na segmencie podstawowym wystepuje mata szczecina
(,whip”)(ryc. 14, 15). Segment srodkowy uzbrojony jest tez w jeden wyrostek —
palcowata szczecinkg (,,solus”). Segment terminalny u Achtheres ,,0” uzbrojony
jest w co najmniej sze$¢é szczecin (ryc. 16, 17). Szczeciny zachowuja utozenie
typowe dla uzbrojenia anten I pary u przedstawicieli rodziny Leraeopodidae.
Gtéwnym elementem jest bardzo diuga, potozona z boku szczecinka 6. Ma ona
gruba, wyraznie rozszerzong podstawe. Pozycje centralna na wierzchotku anteny

zajmuje grupa czterech szczecin (homologiczna z wyrostkiem 5). Jedna ze
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0,01 mm

Rye. 12 hth O” schemat ksztaltu tutowia genitalnego, dorsalnie (glowotutow
e le. theres ,, :
?gzczqki I1 pary zostaly obciete) (oryg.)
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szczecin kompleksu 5 jest tylko nieco krotsza od szczeciny 6. Z drugiej strony
wierzchotka znajduje si¢ palcowata szczecina 4 o $redniej dtugosci. U podstawy
kompleksu 5 moze wystgpowaé wyrostek 2.

Antena I pary u Achtheres ,,S” ma bardzo podobng budowg jak ten
przydatek u formy z okonia (ryc. 15). Pewne roznice sg widoczne w uzbrojeniu
wierzchotka (ryc. 18), gdzie znajduje si¢ pigé szczecin. Szczeciny 41 6
wygladajg podobnie jak u Achtheres ,,0” zas kompleks 5 sktada sie z trzech
szczecin.

Antena II pary (czutek II pary) — skiadaja si¢ z dwoch gatezi zewnetrzne;
(exopodit) i wewnetrznej (endopodit). Exopodit jest jednocztonowy, za$
endopodit dwucztonowy. Czuiki maja mozliwo$¢ zginania si¢ pod katem 90°
w stosunku do cztonu podstawowego: W badanym materiale z okonia
stwierdzono, ze na galezi zewngtrznej wystepujg cztery elementy uzbrojenia
(ryc. 19), nie zawsze zmniejszajace sie ku tytowi i jeden maty wyrostek
(ryc. 20). Na galezi wewngtrzne] wystepuje mocny pazur 1. U jego podstawy

widoczna jest szczecina 2. Potezny zabkowaty wyrostek (kompleks) 4,

wydhuzony w osi endopoditu prawie calkowicie przestania krotka szczecine 5.

Wyrostek 3 jest stabo zaznaczony lub weale niewidoczny (ryc. 19A).

U form z sandacza galaz zewngtrzna uzbrojona jest w cztery kolce
(ryc.21, 22), z czego zawsze trzy masywne, duze hakowato zagiete 1 jeden nieco
z tyhu, zdecydowanie mniejszy- Przedst
uwozenie czutkéw II pary pozwala na zaob
powierzchni dodatkowych wyrostkow. Galaz

Posiada cztery wyrazne kolce, Z ktorych dwa sa d

awione na rycinie 23 specyficzne
serwowanie na ich ,,frontalnej”
wewnetrzna u form z sandacza
uze, i zawsze hakowato

zagiete. Na zewnetrznej powierzchni segmentu podstawowego endopoditu
znajdujq sie dwie ,,poduszeczki” (ryc- 22) pokryte kolcami, ktére dato sig

Zaobserwowaé dopiero przy poWiQkSZeniu x 10.000, o dtugosci okoto dwdch

mikrometréw (ryc. 24). Sposrod element6w uzbrojenia endopoditu pazur |
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1 szczecina 2 wygladaja podobnie jak u formy z okonia. Wyrostek 3 u podstawy
szczeciny 2 jest lepiej widoczny. Drugi podobny wyrostek jest widoczny nieco
dalej w strong kompleksu 4. Ten ostatni jest bardziej zaokraglony i mniej
wydtuzony (ryc. 22).

Maxilla I pary (szczgka I pary) — u form z okonia zbudowana jest
z trzech palczastych wyrostkow stanowiacych endopodit, z ktérych kazdy ma
segment podstawowy i silnie zaostrzony segment koncowy. Na wyniostosci
osadzony jest masywny kolec stanowigcy pozostatos¢ zredukowanego
egzopoditu (ryc. 25) a brzezna czes¢ szczeki I pary jest silnie schitynizowana.
Przy duzych powigkszeniach (x 1.500 i x 2000) zaobserwowano drobniutki,
wlosowaty wyrostek o dtugosci okoto o$miu mikrometréw (ryc. 26, 27).

U form z sandacza (ryc. 28) szczgka I pary ma budowe bardzo podobna,
aczkolwiek wyrostki palczaste s zdecydowanie dluzsze i smuklejsze (ryc. 29)
niz u form z okonia. W materiale tym nie udato si¢ takze zaobserwowa¢

malutkiego wlosowatego wyrostka.
Maxilla II pary (szczgka Il pary) — nie zaobserwowano zadnych réznic w

budowie i ksztatcie maxilli II pary u form z okonia i sandacza.

Mandibula (zuwaczka ) - nie zaobserwowano zadnych szczegdtow
budowy, ktére roznityby Achtheres ,,0” (ryc. 30) i Achtheres ,,S” (ryc. 31).
Zawsze zuwaczka posiadata dziewig¢ zabkow, z ktorych liczac od szczytu
pierwszy i drugi byly dtugie, trzeci zdecydowanie nie krotszy (tzw. wtérny zab),
czwarty i piaty o podobnej wielkosci jak pierwszy i drugi, zas zabki od szdstego
do dziewiatego byly coraz krétsze.

,Uzebiona” cze$é zuwaczki w materiale z okonia miata dtugos¢ okoto 0.03 mm,
zaé w materiale z sandacza cze$¢ ta byla zawsze dtuzsza (okoto 0.05mm).

Macxillipedia (szczekonoza) — z analizy morfologicznej wynika, ze
szczekondza sa narzagdem ggbowym, u ktérego znaleziono najwigcej szczegétow
réznigcych obie formy Achtheres. W materiale z okonia ( ryc. 32)

zaobserwowano, iz na koncowym cztonie — subcheli znajduje si¢ mocny pazur,
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u ktérego podstawy wyrastaja dwa pomocnicze wyrostki pokryte drobniutkimi
zabkami. Na wyrostku przylegajacym do pazura zabki biegna tylko wzdtuz
zewnetrznej krawedzi, za§ wyrostek najmniejszy pokryty Jest zabkami na calej
swojej powierzchni. U podstawy subcheli znajduje sie masywny kolec (ryc. 32).
Myxa (ryc. 33) wsréd osobnikéw z okonia jest mato zréznicowana. Posiada ona
ptaszczyzng pokryta drobniutkimi kolcami, u szczytu ktére; widoczny jest kolec.

W materiale z sandacza (ryc. 34) u podstawy pazura subchelj znajduja sie
trzy wyrostki pomocnicze, z ktorych srodkowy jest bardzo maty i ostro
zakonczony. Uzgbione wyrostki u{oZOQe sq wobec siebie pod wigkszym katem
jak te same wyrostki w formie z okonia.

Wyrostek lezacy blizej pazura pokryty jest zabkami tylko wzdhiz
krawedzi zewngtrznej, za$ wyrostek najbardziej odlegly pokryty jest drobnymi
zabkami biegnacymi wzdtuz krawedzi zewngtrznej i wewnetrznej. Myxa (ryc.
35, 36, 37) charakteryzuje si¢ wsrdd osobnikéw Achtheres ,,S” duzg
zmiennoscia. Zaobserwowano, ze na wzniesieniu znajduja si¢ jeden—dwa kolce,
pod ktérymi usytuowany jest platowaty twor o krawedziach pokrytych
drobnymi zabkami. Liczba kolcow i ksztalt platowatego tworu nieco réznig sie

wsrdd poszezegdlnych osobnikoéw Achtheres ,,S”.
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0,1 mm

Rye. 14. Achtheres ,,0”. Antena I pary (x 40) (oryg.)

0,1 mm

Ryc. 15. Achtheres ,,S”. Antena I pary (x 40) (oryg.)
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Ryec. 16. Achtheres.,,O”. Uzbrojenie segmentu terminalnego anteny I pary
Oznaczenia cyfrowe wg Kabaty (1979), (oryg.) .
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Ryc. 17. Achtheres ., O”. Uzbrojenie segmentu terminalnego anteny I pary.
Oznaczenia cyfrowe wg Kabaty (1979), (oryg.)
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Ryc. 24. Achtheres ,,S”. Drobne kolce na “poduszeczce” zewngtrznej plaszczyzny
endopoditu anten I pary






0,1 mm
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Ryc. 20.4chtheres ,,0”. Antena Il pary. ;
Egzopodit z widocznymi kolcami i wyrostkami (oryg.)

\

Ryc. 23 Achtheres ,,S”. Antena II pary.
Egzopodit-widoczne kolce i dro

bne wyrostki (oryg.)






Ryc. 22 Achtheres SR

ntené I1 pary (x40) (oryg.)

7

0,1 mm

0,1 mm
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Ryc. 26. Achtheres ,O”. Maxilla I pary z widocznym wyrostkiem (oryg.)

Ryc. 27. Achtheres ,0”. Maxilla I pary (08






RyC. 29. Achtheres ,,S”. Maxilla [ pary (0ryg.)






0,1 mm

Ryc. 30. Achtheres 0. Mandibula (x 40) (oryg.)

0,1 mm

ndibula (x 40) (oryg.)

Ryc. 31. Achtheres ,S”. Ma






Ryc. 33. Achtheres ,,0”. Maxilipedium. Myxa (x 40) (Pozostata czgs¢ przydatka
ukazana tylko jako kontur) (oryg.)
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Ryc. 34. Achtheres ,,S”.. Maxilipedium (x 20) (oryg.)
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Ryc. 35. Achtheres ,,S”. Maxilipedium. Myxa (x 40) (Pozostata czes$¢ przydatka
ukazana tylko jako kontur) (oryg.)
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0,1 mm

Ryc. 36. Achtheres S”. Maxilipedium. Myxa (x 40) (Pozostata czgs¢ przydatka
. ukazana tylko jako kontur) (oryg.)






Ryc. 37. Achtheres ,,S”. Maxilipedium. Myxa (x 40) (oryg.)
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3.2 Biometria

Sposérod 13 pomiarow wykonywanych na kazdym osobniku pig¢ okazato
sie istotnymi statystycznie, przy czym zmienna jaka byta dlugos¢ ciata bez
wyrostka kopulacyjnego, przyjeto jako zmienng redundantng. Do cech istotnych
statystycznie naleza: dtugos¢ maxilli II pary, dtugos¢ wyrostka kopulacyjnego,
dtugo$é ptytki glowowej, dlugosé¢ gtowotutowia, oraz catkowita dtugos¢ ciata
(uporzadkowane wg stopnia istotno$ci). Analizujac zmienne istotnie
statystycznie nalezy zauwazy¢, ze w przypadku dlugosci catkowitej ciata
(ryc. 38) zakres zmi
bardzo podobnie, jednak

tej cechy widac, ze w przypa

ennosci u Achtheres. ,;JO” 1 Achtheres ,, S” przedstawia sig
po rozktadzie wartosci minimalnej i maksymalnej dla
dku osobnikéw z okonia byly one zdecydowanie

dtuzsze. Mierzona u wszystkich osobnikow dtugo$¢ maxilli II pary ma szerszy

zakres zmiennosci u osobnikow z okonia, aczkolwiek w przypadku form z

sandacza dlugo$¢ maxilli II pary osiaga mniejsze wartosci (ryc. 39). Bardzo

interesujace wyniki data analiza dtugosci wyrostka kopulacujnego. Analizujac

rycing 40 nalezy zauwazyé, ze zupetnie inne wartosci przyjmuje ta cecha u

wzietych do analizy osobnikow Achtheres ,,O” i Achtheres ,, S”. Wartos¢

maksymalna dtugosci wyrostka kopulacyjnego formy z sandacza odpowiada
y tej wartosci dla érodkowych 50% wynikéw formy z okonia.

gornej granic
Swiadczy to o szczegolne] przydatnosci tej cechy do rozrézniania obu form
pasozytow na poziomie morfologicznym. W przypadku dtugosci plytki
glowowej (ryc. 41) nalezy zwrocic szczeg6lna uwagg na bardzo duzy zakres
zmiennogci tej cechy W obrebie form z okonia u badanego gatunku pasozyta.

Znacznie diuzsza plytka glow

$wiadczy wyzsza wartosc median

owa wystepuje jednak u Achtheres ,S”, 0 czym
y. Dtugos¢ glowotutowia (ryc. 42) przyj muje

bardzo podobne wartosci, jezeli wezmiemy pod uwage srodkowe 50%
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wynikéw, jednak u Achtheres ,/O” zakres zmiennosci tej cechy jest wigkszy niz
u form z sandacza. '

Podsumowujac analizg statystyczng badan morfometrycznych nalezatoby
stwierdzi¢, ze cecha najbardziej réznigcg dwie badane formy jest dtugosc¢
maxilli II pary i dlugos$¢ wyrostka kopulacyjnego.

Po przeprowadzeniu regresji krokowej skonstruowano model, ktory
wykorzystujac wszystkie pie¢ cech istotnych statystycznie, jest w stanie okresli¢
z jakiego zywiciela pochodzi anonimowy osobnik widtonoga z rodzaju
Achtheres (,,zywiciel 1” — oznacza okonia, ,,zywiciel 2” — oznacza sandacza).
Jak widaé w tabeli 4, kazdy kolejny krok, to wiaczenie kolejnej istotnej
statystycznie zmiennej. Biorac pod uwage tylko dlugos¢ maxilli II pary juz w
54% mozemy okresli¢ przynaleznos¢ widtonoga z rodzaju Achtheres do okonia
lub sandacza. Obliczono, ze dopasowanie modelu, (po wlaczeniu kolejnych

czterech zmiennych), wyrazone jako wspdtczynnik R* wynosi 75%.

Model regresji wielokrotnej:

7YWICIEL = — 0,4734 W — 0,4583 M — 0,2233 G + 0,2107 P + 0,1573 D

gdzie:

W — dlugo$é wyrostka kopulacyjnego ( wielkos¢ 5 na schemacie pom. —ryc.1)
M - dhugosé szczek II pary (wielkos¢ 9 na schemacie pom. —ryc.1)

G — diugosé glowotutowia (wielkosé 3 na schemacie pom. —ryc.1)

P — dlugo$¢ plytki ciemieniowej (wielko$¢ 1 na schemacie pom. —ryc.1)

D — dlugos¢ catkowita (bgdaca sumg wielkosci 2, 3 i 5 na schemacie pom. —ryc. 1)

Jezeli po podstawieniu zmiennych otrzymamy wynik zblizony do 1 bedzie to

oznaczato, ze badany osobnik pochodzit z okonia (z prawdopodobienstwem
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75%). Jezeli za$ wynik bedzie zblizony do 2, to badany osobnik z takim samym

prawdopodobienstwem, pasozytowat u sandacza.

W celu ustalenia stopnia podobienstwa obu form Achtheres ,,0” i
Achtheres ,,S” zastosowano hierarchiczna metod¢ aglomeracyjna opartg o
zasade najblizszego sasiedztwa. Do analizy wybrano losowo 40 samic
widtonogéw (po 20 z kazdego zywiciela). Otrzymany wynik w formie
dendrogramu przedstawiono na rycinie 43. Analizowane morfometrycznie
osobniki zostaly uszeregowane w dwa wyrazne skupienia, przy czy w obrgbie
pierwszego skupienia zgrupowaly sie wytacznie osobniki Achtheres ,,S”, za$
drugie skupienie utworzyli tylko przedstawiciele Achtheres ,O0”. Na
dendrogramie brak jest osobnikéw o cechach posrednich, co pozwala stwierdzic,

ze pod wzgledem morfometrycznym Achtheres ,;J0” i Achtheres ,,S” r6znig sig

jednoznacznie.
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Catkowita dlugosé ciata [mm]

rr

Dhugos¢ maxilli II pary [mm)]

4.4

4,0

3,6

3,2

2,8

2,4

2,0

Ryc.

2,8

2,4

2,0

gl

1,2

0,8

Ryc. 38. Por6wnanie catkowitej dtugosci ciata Achtheres »O” 1 Achtheres ,,S”
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Dlugosé plytki glowowej [mm]

Dhugos¢ wyrostka kopulacyjnego [mm]

Ryc. 40.

0,656

0,55

0,45

0‘35 P R o o T R e DB T R SRR L L e B e R S g
0'25 s ot e A h Rl - A T e
0,15 v ‘ .

okon sandacz

Ryc. 41. Poréwnanie dtugo

B 7 oot

okon

S RS0 L v P SR L

Poréwnanie dtugosci wyrostka kopulacyjnego Achtheres ,,0” i Achtheres ,,S”

_T— Min-Maks.
[ 25%-75%
0 Mediana

éci plytki glowowej Achtheres ,,0” i Achtheres ,,S”

“T_ Min-Maks.
] 25%-75%
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Diugos¢ glowotutowia [mm)]

2,0

1,4

e

1,0

0,8

0,6

0,4

Ryc. 42. Poréwnanie dtugosci g%owotulowié Achtheres ,,0” i Achtheres ,,S”

okon sandacz

T~ Min-Maks.
[ 25%-75%
O Mediana
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Tab. 4. Warto$ci istotnych, standaryzowanych (BETA) i bezwzglgdnych (B) wspotczynnikow regresji krokowe;.

(zmienna D — dlugo$¢ catkowita — zostala pominigta jako redundantna).

Krok | Zmienne w Wspétczynnik regresji Statystyki
modelu Blad st. Blad st. R* Popraw.
BETA BETA B B R™2

W. wolny 3,490139 0,13008 0,550205 0,5479337
M -0,74176 0,047662249 | -1,024864 | 0,065853

W. wolny 3,958005 0,118367 0.692773 0,68965386
M -0,48156 0,047959809 | -0,665351 | 0,066265

Y -0,45855 0,047959809 | -3,728602 | 0,389971

W. wolny 3,024727 0,23409 0,722131 0. 71787752
M -0,45422 0,046119988 | -0,627579 | 0,063723

w -0,44772 0,045789011 | -3,640487 [0,37232

P 0, 174811 [0,038414822|0,743476 0,16338

W. wolny 3,182012 0,230945 0,740153 0,73482293
M -0,43798 0,044931059 | -0,605138 | 0,06208

W -0,42321 0,044890083 | -3,441189 |0,36501

P 0,225356 0,039698379 | 0,958448 0,168839

G -0,14562 0,039596801 | -0,535455 | 0,145598

W. wolny 3,00370 0,23326 0,75238 0,74599

M -0,45835 0,04446 -0,63329 0,06144

W -0,47343 0,04684 -3,84958 0,38084

P 0,21077 0,03914 0,89641 0,16646

G -0,22331 0,04618 -0,82111 0,16979

D 0,15735 0,05085 0,22452 0,07255

W — diugos¢ wyrostka kopulacyjnego ( wielko$é 5 na schemacie pom. —ryc.1)
M - dtugos¢ szezgk II pary (wielko$¢ 9 na schemacie pom. —ryc.1)
G — dlugo$¢ glowotutowia (wielkos¢ 3 na schemacie pom. —rye.1)

P — diugosé plytki glowowej (wielkos¢ 1 na schemacie pom. —ryc. 1)

D — calkowita dhugosé ciata (bedaca suma wielkosci 2,31 5 na schemacie pom. —ryc. 1)
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Odleglos$é wiaz..

Diagram dla 40 przyp.
Pojedyncze wiazanie
Odlegtosci euklidesowe

E ,._.l .................. |
, 1
3 B —J:"]T L [0 % T SR
—TE——‘ —1;- .

$8§S85888585§8565§85§85868588888500000000000000000000O0

Ryec. 43. Dendrogram skonstruowany dla form Achtheres ,,0” i Achtheres ,,S”.
(Statistica PL.) '
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3.3 Badania Genetyczne

Powszechnie wiadomo, Ze genotypy réznych gatunkéw zwierzat,
reprezentujacych duza grupg systematyczna (np. Skorupiaki, Owady, Ssaki),
wykazuja uderzajace prawdopodobienstwo. Stwierdzono na przyktad, ze liczba
par nukleotydéw wynosi u cztowieka 2,9 mld zas u rekina 2,6 mld. (Bednarczuk
1984). Biorac pod uwagg przyktadowo zaséb DNA w genomie komérki, ktéry u
cztowieka wynosi okoto 9 pg, (pikogram, 1pg = 10 P g), jesteSmy bardzo
,,zblizeni” do traszki zielonawej, ktora posiada 9,8 pg DNA w komérce.
Wykorzystujac kryterium jaka jest liczba chromosoméw, wynoszaca 46 u
cztowieka, 44 u gibbona i 48 u szympansa, nalezy zwrdci¢ uwage, ze wielkosci
te sa bardzo zblizone, a fakt, ze genom szympansa i cztowieka r6znia si¢ miedzy
soba 0 1,3 % daje nam wizj¢ olbrzymiej bliskosci genetycznej tych gatunkow.
Jezeli chcemy wykaza¢ czym genotypy wlasciwie roznig sig od siebie, to
jestesmy zmuszenia wykona¢ badania takich fragmentow DNA, ktére s
odpowiedzialne za zréznicowanie miedzygatunkowe lub miedzypopulacyjne
(czyli polimorficzne regiony DNA zlokalizowane na konkretnych genach). Do
wykonywania takiego rodzaju badan od niedawna wykorzystuje sie tancuchowa
reakcje polimerazy. Przed rozpoczeciem badan odszukuje si¢ w banku genow
(dostepnym w INTERNECIE) sekwencje nukleotydowe dla gatunkéw blisko

spokrewnionych z naszym obiektem badan. Analizujac te sekwencje

odnajdujemu rejony genow o identycznym uktadzie nukleotydéw. Sa to

erwowane rejony tych genow. Obszary pomigdzy nimi to

najbardziej zakons
(czyli zmienne) genu, na podstawie ktérych wnosimy o

rejony polimorficzne
nieprzynaleznosci (badz przynaleZnos'ci) badanego osobnika do danego gatunku.
Rejony te podlegaja amplifi

reakcji, ktore zostaja nastepnie

kacji (czyli syntezie) i otrzymujemy produkty
poddane procesowi rozdziatu na zelach

(elektroforeza agarozowa lub poliakrylamidowa).
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1994). Polimeraza jest odporna na dziatanie tak wysokiej temperatury w jakiej
zachodzi reakcja, poniewaz pochodzi ona z bakterii Thermus aquaticus (stad
nazwa Tag-polimeraza) Zyjacej w goracych zrodtach i wobec tego nie traci
aktywnosci nawet przy 92°C (Kofta 1997). Te trzy etapy reakcji PCR (ryc.44)
trwajace przez okreslony czas nazywa si¢ cyklem. Powtorzenia takich cykli

prowadzi w efekcie do amplifikacji DNA (czyli do syntezy DNA) (Kur 1994a).

(0]
temp. [ C] K Cykl 1 x Cykl 9 —
100 denaturacj .
04 f———— Adenaturac]a
wydluzanie
laficucha ./
T WOy
50 [
i dolgczenie
i startera |
37 '
| | | |
1 2 3 4 czas [min]
Ryc. 44. Przyktad profilu termicznego cyklu w reakcji PCR (Kur 1994a)
Nie ma wiec przesady W stwierdzeniu, iz ta bardzo czuta (wystarczy tylko
jedna czasteczka DNA) a zarazem bardzo specyficzna (daje genetyczny ,,0dcisk

palca” kazdego organizmu) i szybka reakcja zrewolucjonizowata biologi¢ —

dajac nowoczesne narzedzie do wszechstronnych badan.
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1. Badanie zastosowania uniwersalnych starteréw eukariotycznych
EU5.8S i EU18S do genotypowania widlonogéw Achtheres ,,O” i Achtheres ,,S”
technika PCR/RFLP (Polimorfizm dlugosci fragmentow restrykcyjnych)

Podstawowym celem niniejszej czgsci pracy byto skonstruowanie
prostego narzedzia diagnostycznego, wykorzystujacego techniki genetyki
molekularnej, do réznicowania osobnikow Achtheres ,,O” i Achtheres ,,S”
wystepujacych odpowiednio u okonia i sandacza.

Jedna z metod prowadzacych do osiggnigcia powyzszego celu jest uzycie
techniki PCR/RFLP z zastosowaniem opublikowanych starteréw reakcji PCR
EUS5.8S i EU18S i enzymdw restrykcyjnych czgsto tnacych z cztero-
nukleotydowa sekwencja rozpoznania.

Analiza polimorfizmu dhugosci fragmentow restrykcyjnych (RFLP)
produktu amplifikacji daje wigkszg specyficzno$¢ niz sam produkt PCR. W

metodzie tej interesujgca nas sekwencja DNA zostaje poddana trawieniu

(restrykcji) jednym lub wieloma enzymami restrykcyjnymi. Podczas
elektroforezy pociegte fragmenty DNA sg rozdzielane na zelu zgodnie z ich

masami molekularnymi. W badaniach zastosowano typowe dla tej metody
barwienie bromkiem etydyny (ktory taczac si¢ z DNA powoduje jego
fluorescencje w $wietle ultrafioletowym) i rozdziat na zelu agarozowym.
Obserwowane na zelach charakterystyczne uktady prazkéw, odpowiadajace
pozycjom zajmowanym przez poszczegblne klasy fragmentow DNA, nazywa
nia lub restryktogramem (Brylinska 2000).

sig profilem trawie
h metod PCR i RFLP wykorzystuje si¢ migdzy innymi

Potaczenie dwoc
isko spokrewnionymi organizmami lub allelami

daje rozna lokalizacje miejsc restrykcyjnych w

ganizméw lub allelu). Dobor enzymu

do réznicowania migdzy bl
(polimorfizm sekwencji, ktory
produkcie amplifikacji kazdego z or
restrykcyjnego do cigcia produktu PCR d
praktycznego punktu widzenia nalezy wybrac t

yktuje nam sam produkt. Z
aki enzym restrykcyjny, ktory
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tworzy fragmenty restrykcyjne o réznej dtugosci tak, aby wszystkie mogty
zostac rozdzielone na tym samym Zelu agarozowym lub poliakrylamidowym

(Kur 1994a)
Wybrane startery EU5.8S 1 EU18S sa uniwersalnymi starterami

eukariotycznymi, dajacymi dodatni wynik amplifikacji PCR z kazdym DNA
organizmdw eukariotycznych, zarowno roslin jak i zwierzat. Startery te sg
komplementarne do najbardziej zakonserwowanych ewolucyjnie genéw w
przyrodzie. Starter EU5.8S jest komplementarny do 5’ konca genu kodujacego
5.8S rRNA, natomiast starter EU18S jest komplementarny do 3' konca genu
kodujacego 18S rRNA (rys. 45). Pomiédzy tymi genami zlokalizowany jest

polimorficzny region DNA, dajacy szansg¢ na uzyskanie r6znicowania migdzy-

gatunkowego lub tez migdzy-populacyjnego.

18 S rRNA 5.8S rRNA 28S rRNA
— o — E—— .
S i
EU18S EUS5.8S

Sekwencje starterow:
EU 5.8S : 5’ - TGA TCA ATG TGT CCT GCA ATT CAC - 3’

EU 18S : 5’ - GAG GAA GTA AAA GTC GTA ACA AGG -3’

Ryc. 45. Schemat eukariotycznego regionu DNA kodujacego rybosomalne RNA wraz z

lokalizacja genéw i starterow uzytych do reakeji PCR.

Podstawowym wymogiem przy zastosowaniu reakcji PCR w diagnostyce jest jej

specyficznos¢, czyli powstawanie wylacznie zamierzonych produktéw bez

powielania niespecyficznych artefaktow. Otrzymywanie niespecyficznych
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produktéw, bedacych wynikiem dotaczania starterow do niezamierzonych
miejsc na matrycy, calkowicie eliminuje uktad PCR z zastosowania w
diagnostyce. Wraz ze wzrastajacg dlugoscia startera maleje
prawdopodobienstwo przylaczenia go do matrycowego DNA w miejscu innym
niz zaplanowane, dlatego tez dtugos¢ starteréw stosowanych w diagnostycznym
PCR powinna by¢ nie mniejsza niz 18 nukleotydoéw (nt). Przyjmuje sig, ze w
duzych genomach, np. ludzkim, czy tez widtonogéw, prawdopodobienstwo
przypadkowego powtorzenia si¢ sekwencji 18 nukleotydowej jest praktycznie
niemozliwe. Dtugo$¢ wybranych starterow EU5.8S 1 EU18S (21/24 nt) dobrze
odpowiada wymogom specyficznosci re’:»akcji PCR.

Z powodu braku przestanek o specjalnych zapotrzebowaniach reakcji, na
ktorykolwiek z substratow, ustalono sktad mieszaniny reakcyjnej o
standardowych stezeniach jonow magnezowych (2 mM), dNTP (200 uM) i
starteréw (0,5 uM). Planowany sktad mieszaniny reakcyjnej nie zawierat

zadnych dodatkéw w postaci zwiazkéw wptywajacych na efektywnos¢ reakcji

PCR.

1.1. Amplifikacja DNA
Przy uzyciu starterow EU5.8S 1 EU18S i zastosowanego profilu termiczno

- czasowego reakcji PCR uzyskano wydajng amplifikacj¢ dla badanych
widlonogéw. Mieszaning 5 ul produktéw PCR z buforem do nanoszenia
rozdzielano elektroforetycznie przez 1 h na 1,5% zelu agarozowym w obecnosci
bromku etydyny. Jako wzorca wielkos$ci DNA w rozdziale elektroforetycznym
uzyto DNA plazmidu pKO3 cietego enzymem Hinfl uzyskujac dlugosci
fragmentéw restrykcyjnych tak jak pokazano naryc. 49.

Produkt reakcji PCR byt wielkosci okoto 800 par zasad (pz). dla

Achtheres ,,O” (ryc. 46, ciezka 1) i okoto 850 pz dla Achtheres ,,S” (ryc. 46,
uktéw PCR uzyskanych na matrycach DNA okonia i

Sciezka 2). Wielko$¢ prod
osita okoto 900 pz (ryc. 46, ciezki 3—4).

sandacza byla taka sama i wyn
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Wielkos¢ produktu reakcji PCR uzyskanego na matrycy DNA z Tracheliastes

maculatus — blisko spokrewnionego widlonoga reprezentujacego inny rodzaj —

oszacowano na okoto 600 pz (ryc. 47).

Ryc. 46. Achtheres .,O”, Achtheres ..S”. — okon i sandacz — rozdziat elektroforety czny
produktow amplifikacji uzyskanych z starterami EU5.8S5 1 EU18S

Sciezki:

I - produkt PCR Achtheres ..O™;

2 — produkt PCR Achtheres .S
3 —produkt PCR okonia;
4~ produkt PCR sandacza;

M — marker wielkosci DNA — DNA plazmidu pKO3 trawione Hinfl: od gory: 1008, 883,
615,517, 466, 396 pz
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Ryc. 47. Tracheliastes maculatus — rozdziat elektroforetyczny produktéw amplifikacii
uzyskanych z starterami EUS5.8S i EU18S

Sciezki:

I — produkt PCR 7. maculatus z leszcza;

M — marker wielkosci DNA — DNA plazmidu pKO3 trawione Hinfl: od géry: 1008. 883. 615.

517, 466, 396 pz

Na podstawie rozdziatu elektroforetycznego (ryc. 46) stwierdzono, ze w
wyniku amplifikacji z starterami EUS.8S i1 EU18S powstaja specyficzne
produkty PCR. Nie stwierdzono obecnosci zadnych niespecyficznych
produktéw amplifikacji, czy tez artefaktow innego pochodzenia (brak innych niz
zamierzone prazkow na zelu agarozowym). Potwierdzito to uzytecznosé

zastosowanych starterow do eksperymentu oraz specyficznos¢ reakcji PCR.

1.2. RFLP
Po przeprowadzeniu reakeji PCR oraz sprawdzeniu elektroforetycznym

powstatych produktow, zamplifikowane DNA poddano analizie RFLP z
zastosowaniem enzymu restrykcyjnego Hinfl (tnacego pojedynczoniciowy DNA
na fragmenty o okreslonej sekwencji nukleotydowej — tab. 3).

Jak pokazano na ryc. 48, uzyskany wzor fragmentow restrykcyjnych (krétkie
fragmenty DNA uzyskane po zadziataniu enzymu restrykcyjnego) produktu
PCR Achtheres ,,S” (ryc. 48, ciezka 1, cztery fragmenty) rozni si¢ znacznie od

LR i o I ) /C >N y oy ¥
uzyskanego dla Achtheres ,O” (ryc. 48, Sciezka 2, dwa fragmenty).
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Ryc. 48. Achtheres ..O”. Achtheres .S”, — okon 1 sandacz — przykladowy rozdziat
elektroforetyczny fragmentow restrykcyjnych Hinfl trawienia produktéw amplifikacji
uzyskanych z starterami EU5.8S i EU18S (RFLP)

Sciezki:

| — produkt PCR Achtheres .S trawiony Hinfl,;

- produkt PCR Achtheres .O” trawiony Hinfl,

— produkt PCR sandacza trawiony Hinfl;

— produkt PCR okonia trawiony Hinfl;

M — marker wielkosci DNA: od gory; 1008, 883, 615, 517, 489. 466, 404, 396, 331, 242, 190,

147,111, 110 pz

o

e

Wyniki otrzymane dla Achtheres ,,O” i Achtheres ,.S” poréwnano w tym
samym uktadzie z T. maculatus izolowanych z leszcza. Jak pokazano na ryc. 49
(Sciezka 1), otrzymano odmienny wzor fragmentow restrykcyjnych dla tego
widlonoga, co potwierdza uzytecznos¢ zaproponowanego testu do réznicowania

gatunkéw widtonogow.
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Ryc. 49. Tracheliastes maculatus, Achtheres .,O”, 'Ac'/zlhe/'es S - okgﬁ 1 Sand’z'lczf
pr&\'k%&dOW\' rozdziat elektroforetyczny ﬂ'agmc'nto\\f_ restr.,\‘kcyjnych Hinfl trawienia
pro.dul\'t()w zﬂimplit'lkacji uzyskanych z starterami EUS.8S1EU18S (RFLP)

Sciezki: B

| — produkt PCR R mucu/alus.:z leszgza tra\.wox.ly Hintl;
2 — produkt PCR Achtheres ,,S ”traw1.ony H/ﬁﬂ.‘

3 — produkt PCR Achtheres ,,O™ trawiony Hinfl,

P + PCR okonia trawiony Hintl: ) ; M Gy
:\1/11 Iilﬁf;}}\\tef)svil(;};:?i DNA — DNA plazmidu pKO3 trawione Hinfl: 1008. 883, 615,517,

:/?SB;ZI;\L wielkoéci DNA — DNA plazmidu pUC19 trawione Mspl: od gory: 501, 489,

404,331, 242, 190. 147 111, 110 pz
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7. Badanie zastosowania starteréw 18SF1 i 28SR do genotypowania

widlonogow z rodzaju Achtheres technikg PCR/RFLP

Zaprojektowano sekwencje nukleotydowe starterow 18SF1 i 28SR tak,

aby w wyniku amplifikacji otrzymywac stosunkowo duze fragmenty DNA,

okoto 18002000 pz. Te startery powinny by¢ takze uniwersalne, dajac

pozytywny wynik amplifikacji PCR z kazdym DNA organizmow

eukariotycznych, zarowno roslin jak i zwierzat. Starter 18SF1 jest

komplementarny do 5’ konca genu kodujacego 18S rRNA, natomiast starter

28SR jest komplementarny do srodkowej czesci genu kodujacego 18S rRNA

(ryc. 50). Pomigdzy tymi genami zlokalizowany jest polimorficzny region DNA,

dajacy szansg na uzyskanie réznicowania miedzy-gatunkowego lub tez migedzy-

populacyjnego.
18 S rRNA 5.8S rRNA 28S rRNA
r — T — N N |
] SRR
18SF1 LA

18SF1: 5" - GCGAAGCATTTGCCAAGAA -3

28SR: 5’ - TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT i
Ryc. 50. Schemat eukariotycznego regionu DNA kodujacego rybosomalne RNA wraz z

lokalizacja genow 1 starterow uzytych do reakeji PCR
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2.1. Amplifikacja DNA
Przy uzyciu starterow 18SF1 i 28SR i zastosowanego profilu termiczno -

czasowego reakcji PCR (Materiat i metody) uzyskano pozadana, specyficzng

amplifikacje dla badanych widtonogdéw. Produkt reakcji PCR byt wielkosci

okoto 1800 pz dla wszystkich testowanych probek DNA widtonogow

(pochodzacych z okonia i sandacza).

Wszystkie proby amplifikowane byty w identycznym sktadzie mieszaniny

reakcyjnej o objetosci 50 pl i tych samych warunkach reakcji. Mieszaning 5 pl

produktow PCR z buforem do nanoszenia rozdzielano elektroforetycznie przez 1

h na 1,5% zelu agarozowym W obecnos$ci bromku etydyny. Jako wzorca

wielkoéci DNA w rozdziale elektroforetycznym uzyto DNA faga lambda

trawionego restryktaza HindIlI (Ryc. 5 1) HindlIl — jest enzymem

restrykcyjnym klasy [1, pochodzacym z Haemophilus influenzae, o nastgpujace]

nej sekwencji: A/AGCTT.
M1 2

rozpoznawa

Ryc. 51. Achtheres .0, Achtheres ,,S”, —okon i sandacz — rozdziat elektroforetyczny
produktéw amplifikacji uzyskanych z starterami 18SF1128SR

Sciezki:

I — produkt PCR Achtheres L

2 - produkt PCR Achtheres i e : | :

M —pmarker wiellios'ci DNA - DNA faga lambda trawione Hindlll: od gory: 23 130, 9 416,

6557, 4361, 2322, 2027 pz

iatu elektroforetycznego (ryc. 51) stwierdzono, ze W

Na podstawie rozdz
- 18SF1 i 28SR powstaja specy ficzne produkty

wyniku amplifikacji 2 starteram
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PCR. Nie stwierdzono obecnosci zadnych niespecyficznych produktow

amplifikacji, czy tez artefaktow innego pochodzenia (brak innych niz

zamierzone prazkow na zelu agarozowym).

2.2. RFLP
Po przeprowadzeniu reakcji PCR oraz sprawdzeniu elektroforetycznym

powstatych produktow, zamplifikowane DNA poddano analizie RELP z
zastosowaniem enzymow restrykcyjnych Mbol, Alul i Hinfl. Jak pokazano na
ryc. 52, uzyskane wyniki wskazywaty na trawienie produktéw PCR wszystkimi
testowanymi enzymami restrykcyjnymi. Wzory restrykcyjne produktéw PCR

uzyskanych na matrycach izolowanych z Achtheres ,,O” 1 Achtheres ,.S” byly

rozne dla wszystkich testowanych enzymow restrykeyjnych.






Ryc. 52. Achtheres .,O”, Achtheres ,,S”. — okon 1 sandacz — przykladowy rozdzial
clektroforetyczny fragmentow restrykeyjnych Mbol, Alul i Hinfl trawienia produktow
amplifikacji uzyskanych z starterami 18SF1 1 28SR (RFLP)

Sciezki:

I — produkt PCR Achtheres ,,O” trawiony Mbol;

2 — produkt PCR Achtheres ,.S” trawiony Mbol;

3 — produkt PCR Achtheres ,,0” trawiony Alul;

4 — produkt PCR Achtheres ,,S” Alul;

5 — produkt PCR Achtheres .,O” trawiony Hinfl;
6 - produkt PCR Achtheres ,,S” trawiony Hinfl,

M1 — marker wielko$ci DNA — DNA plazmidu pKO3 trawione Hinfl: 1008. 883, 615, 517,

466, 396 pz;
M?2 — marker wielkosci DNA - DNA plazmidu pUC19 trawione Mspl: od gory: 501, 489, 404,

331,242, 190, 147,111, 110 pz

Analiza otrzymanych wynikow wskazuje, ze zastosowanie techniki

PCR/RFLP daje mozliwos¢ tatwego odréznienia osobnikow Achtheres ,,O” i

Achtheres ,,.S”.






IV DYSKUSJA

Celem niniejszej pracy, jak zaznaczono we wstegpie, jest ustalenie czy
widlonogi z rodzaju Achtheres pasozytujace u okonia i sandacza reprezentuja
jeden i ten sam gatunek, czy by¢ moze sg to dwie odrgbne rasy, podgatunki, czy
moze gatunki. Istnieja rozne koncepcje gatunku: koncepcja typologiczna,
nominalistyczna, biologiczna i ewolucyjna (Mayr 1 Aschlock 1991).

Niezaleznie od indywidualnego podejscia do problemu konkretnego
badacza problem zdefiniowania odrebnosci gatunkowej wydaje si¢ bardzo
subiektywny. Nikt do tej pory nie okreslit jednoznacznie gdzie znajduje si¢
granica pomiedzy gatunkiem a podgatunkiem, czy miedzy podgatunkiem a rasa.
Grupy naukowcow zajmujace si¢ poszcz€golnymi grupami zwierzat czy roslin
dziataja w obrebie okreslonej konwencji, zwyczajowo definiujacej niektore
problemy. Postuzmy si¢ przyktadem kopepodologii a szczegolnie tego jej
dziatu, ktory zajmuje si¢ widtonogami pasozytujacymi u ryb. Mozna z duzym
przyblizeniem stwierdzic, ze nauke te znaczaco usystematyzowat Z. Kabata.
Przedtem problemy zwiazane z ta grupg zwierzat byty traktowane bardzo
indywidualnie przez réznych badaczy. Oczywiscie we wczesniejszym okresie
powstato wiele wybitnych prac (migdzy innymi: von Nordmann 1832, Brian
1906, Wegener 1910, Scott i Scott 1913, Wilson 1915, Gurney 1933,
Kozikowska, Jara i Grabda 1956, Markievi¢ 1956, Grabda i Grabda 1969) ale
dopiero Kabata (1979) zaczat sprowadzad tego rodzaju badania do wspolnego
mianownika natzucajac standardy badan systematycznych. Systematyka
pasozytniczych widlonogdw opiera si¢ obecnie, w zasadzie wylacznie na ich
budowie zewnetrznej a gatunki reprezentujace ten sam rodzaj rozrdznia si¢ w
oparciu o roznice w budowie i uzbrojeniu przydatkow. Bardzo rzadko blisko
spokrewnione gatunki odroéznia sie na podstawie ich ogdlnego ksztattu ciata.

Wspotczesni kopepod
czy rasy w swoich opisach morfologicznych. W obrebie Copepoda, praktycznie

olodzy rownie niechetnie wyrézniajg osobne podgatunki
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nie opisywano gatunkéw blizniaczych powszechnie wyodrebnianych wérod
owadéw. Mozna przypuszczaé, ze wynika to z faktu, ze widlonogi sg
zdecydowanie najbardziej zréznicowang morfologicznie grupa pasozytéw. Dla
przyktadu nicienie (Nematoda) pordwnane z widtonogami, wydajg sie bardzo
mato zrdéznicowane morfologicznie. Dopiero niedawno zauwazono, ze niektore
gatunki nominalne nicieni z rodziny Anisakidae reprezentuja w rzeczywistosci
wiecej jak jeden gatunek. Te nowo odkryte gatunki blizniacze sg nie do
odréznienia tradycyjnymi metodami morfologicznymi. R6znig sie jednak
szczegotami biologii, czasem zywicielami posrednimi, a podstawowa réznica to
ich odmienno$¢ genetyczna potwierdzona metodami molekularnymi
(Szostakowska 1998, Nascetti 1 wsp. 2000).

Zainteresowanie na poziomie moﬂlAekularnym gatunkow z réznych grup
systematycznych wzrasta bardzo szybko. Na ostatnim VIII European
Multicolloquium of Parasitology (EMOP), ktore odbyto si¢ w Poznaniu w roku
2000, cala sesja byla przeznaczona tylko na prace zwigzane z zastosowaniem
metod molekularnych w parazytologii (Matejusova i wsp. 2000, Kijewska i wsp.
2000, Berrilli i wsp. 2000).

W ostatnich dwoch dziesigcioleciach badania systematyczne widtonogow
i opisy nowych gatunkow, szczegdlnie w rodzinie Lernaeopodidae maja uktad
formalny nasladujacy prace Kabaty i uwzgledniajacy gtownie budowe
i uzbrojenie przydatkow. Prac, ktére podchodzg do problemu kompleksowo
i wielotorowo jest mato. Bardzo dobrym przyktadem jest wspominana
wezeéniej publikacja Kozikowskiej, Jary i Grabdy (1956). Brakuje jednak prac
naukowych uwzgledniajacych oprocz tradycyjnych metod réwniez mikroskopig
elektronowa, biologi¢ molekularna czy biometrie popartg obliczeniami
iniejsza praca stanowi probe wypetnienie tej luki.

komputerowymi. N
Przeprowadzone badania wykazaty, ze obydwie formy zywicielskie widlonogéw
dacza réznia sie ksztattem tutowia genitalnego.

wystepujacych u okonia i san
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U Achtheres ,,S” tutdw genitalny, w widoku dorsalnym, jest owalny i wyraznie
wydtuzony, podczas gdy u Achtheres ,,0” jest on w réwnym stopniu
zaokraglony ale zdecydowanie krotszy i krepy (o szerokosci wigkszej jak
dtugosé). To, ze obie formy Achtheres r6znig sig ksztattem ciata zauwazyli juz
wczesniejsi badacze. Problem ten jest potraktowany najobszerniej przez
Kozikowska, Jar¢ i Grabde (1956). Autorzy ci zauwazyli, ze u formy z okonia,
tutéw, ma ksztatt zblizony do kwadratu lub prostokata (ktdry jest nieco szerszy
jak dluzszy). Natomiast u formy z sandacza tulow genitalny da si¢ wpisaé w
trapez, ktérego wysokos¢ jest wigksza od podstawy. Wyniki badan wyzej
cytowanych autorow sg w sensie ogolnym zgodne z obecnie stwierdzonymi

prawidtowo$ciami. Mozliwo$¢ wpisania ksztattu tutowia w figury geometryczne

takie jak prostokat czy trapez wydaje si¢ jednak zbyt daleko idacym
wnioskiem.

Kolejng wazna cecha zaobserwowana w niniejszych badaniach wydaje sie
réwnie latwo zauwazalna wzgledna wielkos¢ wyrostka kopulacyjnego samicy.
U formy z okonia jest on bardzo maly i nieznacznie tylko wystaje poza tylna
krawedz tutowia genitalnego, za$ u formy z sandacza jest on potezny i wystaje
bardzo daleko poza tylna krawedz ciata, migdzy workami jajowymi.

Réwnies i ta cecha réznicujaca obie formy widtonogéw byta obserwowana

przez Kozikowska, Jarg i Grabde (1956). Dopiero obecnie mozliwa jest jednak

wladciwa ocena znaczenia tej réznicy w systematyce tej grupy widtonogéw.
Majac do dyspozycji opublik

przedmiotu nalezy stwierdziC, ze

owana w ostatnich dziesigcioleciach literature
powyzsza cecha jest niezwykle wazna dla

taksonomii gatezi stodkowodnej Lernaeopodidae. Najbardziej interesujaca

praca jest rewizja rodzaju Salmincola Wilson, 1915 przeprowadzona przez

Kabate (1966). Autor ten przeniost do tego rodzaju wiele gatunkow

nominalnych nalezacych wezesniej do Achtheres. Jedng z wazniejszych cech

lezacych u podstaw wyodrebnienia obydwu rodzajow jest wedtug Kabaty (1966)
wzgledna wielkos¢ wyrostka kopulacyjnego. U przedstawicieli rodzaju
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Salmincola jest on stabo wyodrgbniony i stanowi praktycznie niezauwazalne

uwypuklenie ciata, natomiast u widtonogéw z rodzaju Achtheres wyrostek ten

jest dobrze wyksztatcony. Jezeli porownamy wzgledna wielkos¢ wyrostka

kopulacyjnego u przedstawicieli Salmincola oraz Achtheres ,,O” 1 Achtheres ,,S”

to mozna zaryzykowac twierdzenie, ze wyrostek u Achtheres ,O” reprezentuje

stan posredni miedzy Salmincola a Achtheres ,,S”. Jezeli uznaliSmy wzgledna

wielko$é wyrostka za ceche, ktora legta u podstaw odrézniania dwoch rodzajow

zatem wydaje sig jak najbardzie] uzasadnione, ze uznamy ta samg cechg jako

jeden z wiarygodnych parametrow odrézniajacych odrebne gatunki (w rodzaju

Achtheres).
Oprocz réznic w ogdlnej budowie ciata badanych pasozytow

zaobserwowano takze pewne réznice w budowie i uzbrojeniu ich przydatkow.

Pierwszym W kolejnosci przydatkiem jest antena I pary. U obydwu form

ma ona budowe typowa dla przedstawicieli rodziny Lernaeopodidae. Czuiki te

u blisko spokrewnionych gatunkOw wygladaja prawie tak samo i moga sie

réznié tylko uzbroj eniem apikalnym. Kabata (1979) zdefiniowat schemat tego

uzbrojenia wprowadzajac nawet oznaczenia cyfrowe dla poszczegdlnych

szczecin i wyrostkow. W niniejszych badaniach stwierdzono obecno$¢ szesciu

y I pary u Achtheres ,,O”, a tylko pieciu u

elementow na wierzchotku anten
Grabda (1956) stwierdzili, iz u obu form

Achtheres ,,S”. Kozikowska, Jara i

Achtheres (,0” 1,57) 1 koncowym

ich stwierdza si¢ obecno$¢ mateg

segmencie wystepujg zawsze 4 szczecinki

o zabka. Autorzy powyzszej pracy

a obok n

doktadna analizg budowy anteny I pary obserwowana przez innych

przytaczaja
wynika, 1Z tylko w przypadku Ge

autoréw, z ktorej yera (1939) opis jest ,,prawie
zgodny” z opisem autorow. 7atozenie, ze mozna odrézniaé gatunki na
979) nie wydaje si¢

a apikalnego anteny I pary (Kabata 1
rudno je bada¢

podstawie uzbroj eni
ementy tego uzbrojenia sa tak mate, ze t

dobrze uzasadnione. El
nie tylko w dobrym mikro

skaningowego mikroskopu el

skopie optycznym ale nawet przy uzyciu

ektronowego. Poza tym czgsto si¢ zdarza, ze
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niektoére z nich ulegaja uszkodzeniu. Dlatego tez, mimo, ze zaobserwowane
schematy uzbrojenia sa cecha rozniacg Achtheres ,,0” 1 Achtheres ,,S” to jest to
cecha niejednoznaczna w interpretacji i dlatego nie moze by¢ praktycznie
stosowana w systematyce.

Anteny II pary okazaly si¢ bardzo istotnym elementem mogacym stuzy¢
jako narzedzie do rozpoznawania form Achtheres ,,O” 1 Achtheres ,,S”,
aczkolwiek zarys ich budowy jest zawsze taki sam. Potwierdza to stusznosé
wybrania przez Kabatg (1963) wilasnie anten II pary jako struktury odgrywajacej
decydujaca rolg w taxonomii Clavellinae, nalezacych rowniez do rodziny
Lernaeopodidae. Typy anten II pary w tej rodzinie sq dos¢ rozne, od anten
typowych dla stadium kopepodit (schemat A wg Kabaty 1979) i formy bardziej
jaka reprezentuje przyktadowo Tracheliastes, po ich

prymitywnej (schemat D)

ewolucyjnie wyzsze stadium rozwoju (schemat B, C) odpowiadajace ogolnym

zarysom budowie anteny 11 pary u Achtheres. W trakcie niniejszych badan

stwierdzono, ze egzopodit anteny II pary jest bardzo podobny u obydwu form
Achtheres ("O"1"S") 1na jego podstawie trudno bytoby odrézniaé te formy.

U formy z okonia egzopodit jest bardzo szeroki i zaokraglony podczas gdy u

formy z sandacza jest on bardziej wydluzony. Rdznice te sg analogiczne do

réznic w ksztalcie tutowia genitalnego obu form. Kozikowska, Jara i Grabda

(1956) poswigcili sporo uwagi strukturze gatezi zewnetrznej tego przydatka
dokonujac jednoczesnie szczegdtowego poréwnania z opisami innych badaczy.
zej wspomnianyCh autorow wynika, iz antena Il pary u

Z obserwacji Wy
ztery kolce na egzopodicie, ktore zmniejszajg si¢ ku stronie

Achtheres "O" ma c
zewnetrznej. Stwierdzenia tego nie udato sie potwierdzi¢ w niniejszych
badaniach. Zaobserwowar

zmniejszanie si¢ ich W kierunk

o rzeczywiscie cztery kolce, lecz nie byto reguta owe
u zewnetrznej strony egzopoditu. Cytowani

autorzy zauwazyli, ze cztery kolce egzopoditu u Achtheres ,,S” s3 mniejsze
est masywniejsza.

jak u formy z okonia, zas sama galaZ j
e dla tej grupy widtonogéw (ryc. 10b)

Uzbrojenie endopoditu jest typow
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i u Achtheres ,,O” rozni sie od struktur zaobserwowanych u Achtheres ,,S”
najbardziej w strukturze kompleksu 4. U formy z okonia jest on silnie
wydhizony w osi anteny o ksztalcie wydluzonego prostokata, zas u formy z
sandacza jest on wydatnie zaokraglony i bardziej rozbudowany terminalnie.
Dodatkowym elementem wzbogacajacym opis tego przydatku sg ,,mini-kolce” o
dhugosci okoto 2 mikrometréw w dwoch miejscach na gatezi wewnetrznej (ryc.
24). Kabata (1979), na ilustracjach bedacych uzupetnieniem opisu gatunku
Achtheres percarum s. |. przedstawia nieco odmienne struktury w owych
miejscach rysujac tam regularne i zdecydowanie rzadsze, niz w obserwacjach
wiasnych, wyrostki (moze to by¢ uproszczenie wynikajace z przyjetej konwencji
ilustracyjnej). Istotne réznice w obserwacjach poszczeg6lnych autoréw moga
by¢ spowodowane pochodzeniem mate{ia%u z rdznych rejondw Europy i jeziora
Bajkat (Kozikowska, Jara i Grabda, 1956), co przemawiatoby za pewng
zmienno$cia geograficzna w obrebie tych struktur (ewentualnie nalezatoby
wzigé pod uwage niedoktadno$ci w obserwacjach u poszczegélnych autorow).
Nie zauwazono zadnych réznic w liczbie, ksztalcie ani wielkosci
poszczegdlnych zabkow podczas badan mandibuli na materiale z okonia i
sandacza. Podobny wniosek wyciagneli Kozikowska, Jara i Grabda (1956). Na
rysunku mandibuli formy Achtheres percarum s.l. zamieszczony w pracy
33), przedstawiono nieco inny ksztalt i rozmieszczenie

Gurneya (19
poszczegdlnych zabkow. Sg one zdecydowanie bardziej ostre 1 wystepuja w

liczbie oémiu sztuk. Obserwacje wlasne autora dotyczace wystgpowania

dziewieciu zabkéw, oraz.ich ksztaltu i rozmieszczenia sg zgodne z badaniami

Kabaty (1979).
Budowa maxilli I pary w badanym materiale z okonia i sandacza jest

bardzo podobna i odpowiada ogblnemu schematowi budowy tych przydatkéw w

wiekszos$ci przedstawicieli rodziny Lernaeopodidae. W niniejszych badaniach
zaobserwowano malta szczecinke u podstawy jednego z palczastych wyrostkow

(szczecin) endopoditu U formy z sandacza. Szczecinki takiej nie udato si¢
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zaobserwowa¢ u form z okonia (ryc. 27). Spekulacje na temat liczby wyrostkéw

i niezbyt zgodnych opiséw maxilli I pary u Achtheres ,,O” i Achtheres ,,S”

przedstawia doktadnie Markiewitsch (1932).
Pomimo braku znaczacych réznic w szczegdtach budowy, ksztatt maxilli I pary
u Achtheres percarum s.l. (bez zaznaczenia zywiciela) wg Geyera (1939),
Kozikowskiej, Jary i Grabdy (1956), oraz wg Kabaty (1979), nie jest taki sam.
Réznice te moga wynika¢ ze zmiennosci osobniczej lub z réznic
miedzypopulacyjnych.

Maxilipedia najbardziej roznicuja obie formy pasozytéw z rodzaju
Achtheres wystepujacych u okonia i sandacza. U badanych w niniejszej pracy

osobnikéw, zauwazono réznice w liczbie i strukturze kolcéw pomocniczych u

podstaw pazura subcheli, oraz w budowie myxy na korpusie maxilipedium. U

Achtheres ,,0” zaobserwowano dwa kolce pomocnicze, podczas gdy u

Achtheres ,,S” — trzy. Kozikowska, Jara i Grabda (1956) nie podaja wtasnego
opisu, komentujac jedynie, iz budowa tych przydatkéw jest zgodna z opisem
Markiewitscha (1932). Zamieszcza on we wspomnianej pracy rysunek
szczekondzy, rozniacy sie zdecydowanie od obserwacji dokonanych w trakcie
niniejszych badaf. W opisie brak jest jakiejkolwiek wzmianki o wystgpowaniu

w materiale z sandacza trzech (badania wiasne) a nie dwoch kolcow

pomocniczych u podstawy subcheli. Geyer (1939) nadmienia o wystgpowaniu

na materiale z sandacza mate] powierzchni pokrytej hakami w liczbie od osmiu
u sztuk. Prawdopodobnie jest to odpowiednik myxy, ktora

do dziesieci
obnikéw z sandacza posiada dwa dobrze wyksztatcone kolce

rzeczywiscie u 0s
i stosunkowo duzy ptatowaty narzad, ktérego jedynie krawedzie pokryte sa
drobnymi zabkami. MyX

maxillipediow W materiale po

a okazala si¢ najbardziej zmienna czgscig

chodzacym z sandacza. Praktycznie trudno jest

jednoznacznie ustali¢ ksztalt owego platowatego narzadu (ryc. 35, 36, 37), oraz

liczbe kolcow (jeden [ub dwa). Trudno powiedziec, czy owa zmiennos¢ jest

procesem ewolucyjnym i jesteSmy $wiadkami wyksztatcania si¢ nowego typu
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»MyXy — sandaczowej”, czy jest jedynie wyrazem zmiennosci osobniczej tego
narzadu w obrebie jednego gatunku.

Metody biometryczne sg szeroko stosowane zaréwno w
Systematyce kregowcow (Krzykawski i wsp. 1999a, Wiecaszek i wsp. 1999,
Krzykawski i wsp. 2000) jak i bezkregowcédw (Drzycimski 1967, Drzycimski
1968, Drzycimski 1968a, Gajardo i wsp. 1998, Serwotka 1999, Piasecki i WSD.
2000). Ich zastosowanie w badaniach widtonogéw byto bardzo ograniczone
(Barnes i Barnes 1953, Grigg i wsp. 1985) i tylko w nielicznych przypadkach
dotyczyto widtonogéw pasozytniczych (Kozikowska, Jara i Grabda, 1956,
Piasecki i wsp. 2000).

Gajardo i wsp. (1998) poréwnuje dwie reprodukcyjnie izolowane
populacje Artemia (Anostraca: Artemidgg), stosujac takze przez siebie
skonstruowany schemat pomiarowy. Wyznacza on 8 cech, wsréd ktérych jest
dtugos¢ catkowita i dtugos¢ odwloka, jednak wyniki opiera na 30 dojrzatych
osobnikach (po 15 z kazdej pici). W prezentowanej pracy badania biometryczne
oparto wytacznié na samicach, poniewaz zgodnie ze stwierdzeniem
Kozikowskiej, Jary i Grabdy (1956) dopiero w tym momencie nastepuje
rozszczepienie morfologiczne obu form pasozyta. Jest to oczywiscie zwigzane z
faktem, ze dopiero samice prowadza w peini pasozytniczy tryb zycia. Materiat
do badan biometryczych jest przewaznie utrwalony (50% kwas octowy —
Gajardo i wsp. (1998), lub alkohol — Wyngaard 2000), poniewaz nalezy go
zawsze zebra¢ w mozliwie krotkim czasie, tuz po przezimowaniu. Unika sie
woéwcezas roznic wiekowyeh i istnieje duze prawdopodobienstwo, iz zebrany
materiat reprezentuje jedno pokolenie. Kozikowska, Jara i Grabda (1956)
Zwracajg szczeg0lng uwage na takie czynniki jak: warunki Srodowiska, wiek
pasozyta, umiejscowienie na zywicielu, itp. odgrywajace réwnie istotna role, w

uzyskaniu prawidfowego obrazu morfologicznego, jak rzetelne pomiary poparte

rachunkiem statystycznym.
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,»MyXy — sandaczowej”, czy jest jedynie wyrazem zmiennos$ci osobniczej tego
narzadu w obrebie jednego gatunku.

Metody biometryczne sg szeroko stosowane zarowno w
systematyce kregowcow (Krzykawski 1 wsp. 1999a, Wiecaszek i wsp. 1999,
Krzykawski 1 wsp. 2000) jak i bezkregowcoOw (Drzycimski 1967, Drzycimski
1968, Drzycimski 1968a, Gajardo i wsp. 1998, Serwotka 1999, Piasecki i wsp.
2000). Ich zastosowanie w badaniach widtonogdéw byto bardzo ograniczone
(Barnes 1 Barnes 1953, Grigg 1 wsp. 1985) i tylko w nielicznych przypadkach
dotyczyto widtonogdéw pasozytniczych (Kozikowska, Jara i Grabda, 1956,
Piasecki i wsp. 2000).

Gajardo 1 wsp. (1998) poréwnuje dwie reprodukcyjnie izolowane
populacje Artemia (Anostraca: Artemidae), stosujac takze przez siebie
skonstruowany schemat pomiarowy. Wyznacza on 8 cech, wérdd ktérych jest
dtugosc¢ catkowita i dlugos¢ odwtloka, jednak wyniki opiera na 30 dojrzatych
osobnikach (po 15 z kazdej pici). W prezentowanej pracy badania biometryczne
oparto wylacznie na samicach, poniewaz zgodnie ze stwierdzeniem
Kozikowskiej, Jary i Grabdy (1956) dopiero w tym momencie nastepuje
rozszczepienie morfologiczne obu form pasozyta. Jest to oczywiscie zwigzane z
faktem, ze dopiero samice prowadza w petni pasozytniczy tryb zycia. Materiat
do badan biometryczych jest przewaznie utrwalony (50% kwas octowy —
Gajardo i wsp. (1998), lub alkohol — Wyngaard 2000), poniewaz nalezy go
zawsze zebra¢ w mozliwie krotkim czasie, tuz po przezimowaniu. Unika sie
wowczas roznic wiekowych 1 istnieje duze prawdopodobienstwo, iz zebrany
materiat reprezentuje jedno pokolenie. Kozikowska, Jara i Grabda (1956)
zwracaja szczego6lng uwage na takie czynniki jak: warunki srodowiska, wiek
pasozyta, umiejscowienie na zywicielu, itp. odgrywajace réwnie istotna role, w
uzyskaniu prawidtowego obrazu morfologicznego, jak rzetelne pomiary poparte -

rachunkiem statystycznym.



Pk .
. ¢ A ¥ - r
e " =¥ - ) 4
e .
e % e
B 4 - : ot
. i o
- 4

wg5h tesoindoso Msanaian HNsSETON s\iitqhﬁ'

idaceriyes(l VAl i;ii’.tr;! h’*ﬁﬂ) .w;..

msnﬁsmﬁﬁ mwm W ;,m;

G r:whrﬂbﬁqm&%a

-

a Luq;ssmﬂ WJW'Q o ﬁ‘i'

3 msﬁzws asdin mem Hs@




91

Nalezy si¢ w tym miejscu zastanowié, ktore cechy budowy zewnetrznej
uznamy za cechy diagnostyczne a ktore z nich odrzucimy np. ze wzgledu na
duze zréznicowanie w obrebie tego samego gatunku. W toku niniejszych badan
stwierdzono, Ze nastgpujace wymiary ciata samic Achtheres sa statystycznie
istotne: dtugos¢ maxilli II pary, dtugos¢ wyrostka kopulacyjnego, dtugos¢ ptytki
glowowej, dlugos¢ glowotutowia, oraz catkowita dlugos$¢ ciata.

Wystepuje tu pewna niezgodno$¢ z badaniam Kozikowskiej, Jary
1 Grabdy (1956) ktérzy stwierdzili, ze u A. percarum s.1. dtugos¢ ,,ramion”,
dtugos¢ ,,odwtoka” (czyli tutowia genitalnego), liczba i srednica jaj sg cechami
niediagnostycznymi. Trudno zrezygnowac z uwzglednienia w badaniach
biometrycznych $rednicy jaj, kiedy Belmonte (1998) w swojej pracy
przedstawia $cista zalezno$¢ pomigdzy morfologia jaj u Calanoida a ich
przynalezno$cig do poszczegolnych gatunkow. Swoje badania opiera na 7
gatunkach z rodzajow Acartia, Paracartia i Pteriacartia, biorac zawsze do
analizy po 15 jaj z kazdego gatunku. Efektem tej pracy jest powstanie mini-
klucza do oznaczania siedmiu gatunkdéw na podstawie $rednicy i struktury
powierzchni jaj. Analizujac wyniki tej pracy zdecydowatam si¢ na ujecie cechy
jaka jest,Srednica jaj”, w schemacie pomiarowym konstruowanym dla
widtonogow z rodzaju Achtheres. Przypuszczatam iz, moze to by¢ jedna z
istotniejszych cech réznigcych obie badane przeze mnie formy tego pasozyta.
Analiza wynikoéw tych pomiar6w wykazata, iz jaja u formy widtonoga
pasozytujacego na okoniu sa mni€jsze niz jaja u formy z sandacza. Réznice
okazaty si¢ jednak nieistotnymi statystycznie i dlatego ta cecha nie znalazta
zastosowania w skonstruowanym modelu regresji.

Kolejna cecha niediagnostyczna, jakq jest wg Kozikowskiej, Jary i
Grabdy (1956), ,,dlugos¢ odwloka” (czyli dtugo$¢ tutowia genitalnego) jest
trudna do poréwnania z badanym obecnie schematem. Autorzy podaja, ze jako
odwtok u 4. percarum rozumieja zredukowane i zmienione odcinki tutowia i

, wiasciwego odwloka” (czyli odpowiednika odwtoka u wolnozyjacych
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widlonogow). U Achtheres podobnie jak u wigkszosci przedstawicieli rodziny
Lernaeopodidae odwtok jest catkowicie zredukowany. Najprawdopodobniej w
pracy Kozikowska, Jara i Grabda (1956) pod pojgciem ,,odwtoka” rozumieli
wyrostek ptciowy. W niniejszych badaniach biometrycznych do pomiaréw
wilaczono trzy zmienne definiujace ksztatt ,,odwtoka” czyli tutowia genitalnego
u dwoch badanych form:'szerokos¢ tutowia genitalnego w potozeniu osobnika
,ha wznak”, grubo$¢ tutowia genitalnego (mierzone w utozeniu bocznym) oraz
dlugos¢ (zaznaczona na schemacie pomiarowym numerem 3). Z uwagi na to, ze
zadna z tych zmiennych nie okazata si¢ istotna statystycznie nalezy
przypuszczac, iz podstawowe wymiary tutowia genitalnego nie mogg stuzy¢
jako cecha roznicujaca obie formy pasozyta. Dy~skusyj na kwestig jest dlugos¢
,ramion”, czyli dtugos¢ maxilli II pary, mierzona w przypadku badan wtasnych
od podstawy do bulli (zmienna 9 na ryc. 11). Pewna czg$¢ badaczy odnosi si¢
sceptycznie do badan biometrycznych. Geyer (1939), dla przyktadu twierdzi, ze
wielko$¢ pasozytow moze by¢ na tyle rdzna, ze tworzenie nowych gatunkow na
podstawie wykonania pomiaréw A. percarum s.l. z réznych zywicieli jest
bezpodstawne. Potwierdza swoja tezg cytatem z pracy Markiewitscha (1932),
ktory wg Geyera wyjasnit juz dostatecznie brak znaczenia réznic w wielkosci
poszczegolnych czgscei ciata do tworzeniu nowych gatunkéw w obrebig rodzaju
Achtheres. Bardzo jednoznacznie okresla swoj stosunek do badan
biometrycznych Frost (1989), twierdzac, iz Pseudocalanus moultoni i P.
newmani r6znig si¢ wielkoscig (,,P. moultoni jest wigkszy, grubszy”), ale sama
wielko$é nie moze by¢ cecha diagnozujacq nam te gatunki jak twierdzi Bucklin i
wsp. 1998.

Analiza skupien zastosowana w niniejszej pracy wykazata, ze wszystkie
badane osobniki Achtheres ,JO” sa bardziej podobne do innych osobnikow
Achtheres ,,0” niz do osobnikéw Achtheres ,,S” — i odwrotnie — wszystkie

osobniki Achtheres ,,S” sa bardziej podobne do innych osobnikow
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Achtheres ,,S” jak do osobnikow Achtheres ,,0”. Swiadczy o tym wystapienie
dwoch wyraznych skupien na dendrogramie. Analiza skupien jest metoda czesto
stosowang w badaniach, w ktérych zostata postawiona teza o wystgpowaniu
réznorodnosci form w obrebie jednego gatunku (Heese 1985), lub tez w
badaniach dotyczacych analizy systematycznej ryb (Tieriechin 1980, Jermochin
1984) (wg Heese 1985). W pracach z dziedziny oceanologii metoda ta znalazta
zastosowanie w okreslaniu podobienstw na przyktad w gestosci mejobentosu w
obrgbie roznych stacji badawczych Zatoki Pomorskiej (Rokicka-Praxmajer

i wsp. 1998), lub badaniach biomasy makrobentosu w odniesieniu do réznych
stacji badawczych potozonych w Battyku Zachodnim (Radziejewska i
Mastowski 1995). Chojnacki (1976) wykorzystuje statystyczng metode
podobienstwa do oceny tendencji skupiskowych zooplanktonu.

Heese (1985) zastosowatl metodg analizy skupien do sporzadzenia
dendrogramu w celu ustalenia stopnia podobienstwa dwoch form siei z Zatoki
Pomorskiej. Zatozyt on wystepowanie formy ,,typica” i formy ,,gibbosa”, jednak
uzyskany przez tego autora dendrogram stanowig cztery skupienia z duza liczba
osobnikéw o cechach mieszanych stanowiacych formy posrednie. Wyniki
otrzymane przez Hessego (1985) wykazuja istnienie pewnych roznic
morfologicznych migdzy badanymi formami siei. R6znice te byty jednak zbyt
mato jednoznaczne aby usprawiedliwi¢ nadanie formom ,,typica” i ,,gibbosa”
znaczenia taksonomicznego. Réznice wykazane poprzez analiz¢ skupien w
niniejszej pracy upowazniajg do stwierdzenia, w oparciu o analizowane cechy
pomiarowe, ze Achtheres ,,O” rézni si¢ zdecydowanie od Achtheres ,,S”.
Omawiane narzg¢dzie badawcze jest dostepne dopiero od niedawna i dlatego
Kozikowska, Jara i Grabda (1956) i Kozikowska (1957) nie mieli wygodnych
narzedzi badawczych do kwantyfikacji wyciagnigtych przez siebie wnioskow.

Nowe narze¢dzie badawcze jakie stanowig obecnie szczegdtowe badania
genetyczne otworzyly szanse bardziej obiektywnego okreslenia wzajemne;j

relacji miedzy Achtheres ,,0” 1 Achtheres ,,S”.
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Dzigki odkryciu w roku 1985 przez K. Mullisa Lancuchowej Reakcji-
Polimerazy (PCR), za ktora osiem lat pdzniej zostat wyrdzniony Nagrodg Nobla
w dziedzinie chemii, ostatnie lata przyniosty wiele nowosci dotyczacych analizy
jakosciowej 1 ilosciowej DNA bezkregowcow. Trudnosci na jakie jest narazony
kazdy genetyk, to izolacja materiatu (DNA), poniewaz zawodza tu wszystkie
powszechnie stosowane protokoty izolacji dla ludzi i zwierzat wyzszych.
Problem ten poruszaja w swojej pracy Schizas i wsp. (1997), przedstawiajac
modyfikacje metod izolacji DNA dla nizszych Metazoa, wprowadzone przez
caly zespo6t badaczy z Uniwersytetu w Karolinie (USA). Trudnosci te
przypuszczalnie zwigzane sg z ,,zabrudzeniem” materiatu, czyli ciagltym
kontaktem z grzybami, bakteriami i innymi czynnikami (jak w przypadku
materiatu niniejszej pracy — skrzela zywiciela, majace ciagly kontakt ze
srodowiskiem wodnym) mogacymi by¢é powodem zajscia zjawiska kontaminacji
(polegajacego na dostaniu si¢ do mieszaniny reakcyjnej obcego, niepozadanego
materiatu genetycznego znajdujacego si¢ praktycznie wszedzie). W procesie
pozyskiwania materiatu genetycznego z obydwu form widtonogéw z rodzaju
Achtheres uznano za konieczne takze przeprowadzenie izolacji DNA zaréwno z
watroby okonia jak i sandacza, celem mozliwosci sprawdzenia, czy otrzymany
materiat nie jest zanieczyszczony przez DNA ryby. Dalo to pewnosé, ze w
dalszych etapach przeprowadzania reakcji PCR amplifikowano materiat
genetyczny widlonogoéw a nie ich zywicieli.

W badaniach wlasnych, przy uzyciu uniwersalnych starterow
eukariotycznych EU5.8S 1 EU18S otrzymano rézne produkty amplifikacji:
okolo 800 par zasad dla Achtheres ,,0” i okoto 850 pz dla Achtheres ,,S”.
Jeszcze bardziej wyraznie roznit si¢ wzor fragmentdw restrykcyjnych w analizie
RFLP (Achtheres ,,0”— cztery fragmenty; Achtheres ,,S” — dwa fragmenty).
Startery 18SF1 i 28SR daty co prawda produkt amplifikacji o podobnej
wielkosci dla obydwu form (1800 pz) ale przy zastosowaniu techniki RFLP,
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kazdy z zastosowanych enzymow restrykcyjnych (Mbol, Alul 1 Hinfl) dat
roznigey si¢ uktad prazkow dla Achtheres ,,O” 1 Achtheres ,,S”.

W badaniach wiasnych, ktérych wyniki opisano wczesniej, zdecydowano
sie na skorzystanie z uniwersalnych starteréw eukariotycznych, ktore ze
wzgledu na czteronukleotydowg (czyli czgsta) sekwencjg¢ rozpoznawania przy
duzym genomie widlonogéw nie daja praktycznie prawdopodobienstwa
przypadkowego powtdrzenia si¢ zadnej sekwencji. Dotychczas opublikowano
niewiele prac dotyczacych badan molekularnych. Ponadto wigkszos$¢ z nich
dotyczy jednak widtonogdéw wolnozyjacych. Przy blizszym przyjrzeniu okazuje
sig¢, ze nie wszystkie badania sq w petni wiarygodne. Dla przyktadu Lindeque
i wsp. (1999) w swojej pracy dotyczacej rozréir;iania gatunkéw z rodzaju
Calanus przy uzyciu metod molekularnych pracuje na starterach
komplementarnych do genu 16S rRNA (a nie jak w niniejszych badaniach 18S
rRNA). Wydaje si¢ to bledem metodycznym zwazywszy, iz gen 16S rRNA nie
istnieje u eukariontéw. Przypuszczalnie doszto tu do izolacji materiatu
genetycznego bakterii zasiedlajacych osobniki Calanus a nie badanych
widtonogow i nastapita amplifikacja materiatu genetycznego owych
prokariontow.

Bardzo interesujacym elementem pracy Bucklina i wsp. (1998) jest
pozyskanie materiatu wyjsciowego do amplifikacji nie tylko z dorostych
osobnikow Calanus, lecz takze z poszczegdlnych stadidw rozwojowych (jaja,
naupliusy i copepodity). Wspomniane juz wczesniej problemy z pozyskiwaniem
DNA od widlonogow skionity autoréw tej pracy do uzycia starterow
specyficznych dla gatunkéw Pseudocalanus moultoni i P. newmani (Copepoda,
Calanoida), co dalo w efekcie mozliwosé amplifikacji DNA bez wczesniejszej
jego ekstrakcji. Podczas takiej amplifikacji ,sygnal” w rozdziale
elektroforetycznym daje tylko DNA okreslonego gatunku widtonoga, pozostate |
DNA obcych organizmoéw obecne w reakcji nie pozostawia zadnego ,,$ladu” na

zelu. W niniejszych badaniach nie byto mozliwe pominigcie procesu ekstrakcji
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DNA, poniewaz nie znane sg specyficzne startery dla jakiegokolwiek gatunku z
rodzaju Achtheres.

Trudnosci w poréwnaniu wynikéw, w zastosowaniu reakcji PCR/RFLP
do identyfikacji gatunkow, wynikajq z bardzo skromnej literatury w tym
zakresie. Opublikowane dotychczas prace opierajace si¢ na metodach
molekularnych stosowanych w kopepodologii to przede wszystkim okreslanie
roéznic genetycznych w obrebie populacji, czego przyktadem jest praca Todd
1 wsp. (1997). Poréwnuja oni w niej dwie populacje Lepeophtheirus salmonis,
pasozytniczego widtonoga zaréwno dzikich jak i hodowlanych populacji tososi.

Uzupelniajac powyzsze rozwazania pragne dodac, ze w roku 1998
przeprowadzitam wst¢pne badania nad ustalenie:m kariotypdéw widtonogow z
rodzaju Achtheres pasozytujacych na okoniu i sandaczu (Kempter i Piasecki
1998). W toku tych badan ustalono, ze liczba chromosomow u Achtheres ,,.S”
wynosi 2n = 32(?). Wyniki powyzsze majq charakter wstepny. Badania nad
kariotypami sg bardzo pracochtonne a wyciaggniecie wiarygodnych wnioskéw
wymaga wielokrotnych powtorzen. Zywicielskie ryby pochodzity z Trzebiezy a
nie jak w przypadku materiatu niniejszej pracy z jeziora Dabie. Jest to na tyle
wazne, iz aby oszacowac¢ liczbg chromosomoéw nalezy przeliczy¢ je na okoto stu
preparatach z dobrze widocznymi ptytkami metafazowymi pochodzacymi z
roznych osobnikéw. W przypadku pasozytéw ryb, powinny one by¢ zebrane z
kilku r6znych zbiornikéw wodnych.

Odkrycie reakcji PCR i pojawienie si¢ zupetnie nowych metod
spowodowato w ciggu ostatnich 15 lat lawinowy wzrost liczby naukowcow
stosujacych owe metody rutynowo w swoich badaniach. Mysle, ze rownie
szybko wzroénie liczba ichtiopatologéw postugujacych sig¢ technikami
molekularnymi i wowczas da to wigksze mozliwos$ci poréwnania i
skonfrontowania wynikéw. Nie nalezy jednak zapominad¢, iz podstawg w
taksonomii pasozytow jest morfologia i wszystkie inne badania mogg stanowi¢

warto$ciowe uzupetnienie obserwacji nad ksztattem, rozmiarami i szczegdtami
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budowy poszczegdlnych narzaddw i struktur u Copepoda. Dodatkowych

. ktopotow” dostarcza niemozliwos¢ postawienia jednoznacznej granicy
pomiedzy takimi taksonami jak rasa, podgatunek, gatunek ewoluujacy, czy
,ustabilizowany” gatunek.

Krzanowska i wsp. (1997) w ,,Zarysie mechanizméw ewolucji”
zauwazaja, ze pod kazdym wzgledem (izolacja rozrodcza, zréznicowanie
morfologiczne, ekologiczne czy molekularne) obserwujemy w przyrodzie
zmienno$¢ o charakterze cigglym, a powstawanie gatunkow jest procesem
dynamicznym i zawsze mozemy mie¢ do czynienia z populacjami znajdujacymi
si¢ na réznych etapach specjacji. Jak juz wczesniej wspomniano granica migdzy
rasa i podgatunkiem, czy podgatunkiem a gatunidem jest trudna do
zdefiniowania 1 moze by¢ bardzo subiektywna. U badanych form Achtheres ,,0”
i Achtheres ,,S” zaobserwowano réznice, ktore wskazuja, ze proces specjacji
zaczal si¢ juz dawno i ze jest bardzo zaawansowany (dla zwolennikow
ewolucyjnej koncepcji gatunku) lub zakonczony (dla zwolennikow ewolucyjno-
nominalistycznej koncepcji gatunku). Opisane roznice w budowie przydatkow,
ksztatcie i proporcjach ciata a szczegdlnie w DNA tych widtonogéw pozwalaja
na jednoznaczne odroznienie tych dwdch form zywicielskich. Jezeli
poréwnamy widtonogi z rodzaju Achtheres pasozytujace u okonia i sandacza z
widlonogiem Tracheliastes polycolpus von Nordmann, 1832 wystepujacym u
jazia i ptoci (Kabata 1979) oraz Tracheliastes maculatus Kollar, 1835
atakujacym leszcza (Piasecki 1987) dojdziemy do wniosku , ze zakres réznic
morfologicznych tych dwdch ostatnich gatunkéw jest porownywalny z zakresem
rdznic zaobserwowanych migdzy Achtheres ,,0” i Achtheres ,,S” w trakcie
niniejszych badan. Jezeli zatem wspomniane formy Tracheliastes wystepujace
u leszcza i jazia s uznawane (od poczatku) za odrebne gatunki to dwie badane
formy Achtheres, o ktorych wiadomo dodatkowo, ze roznig si¢ tez genetycznie,
jak najbardziej zastuguja na status osobnych gatunkéw. Zaréwno z tekstu

oryginalnego opisu (von Nordmann 1832) jak i zdeponowanych okazéw
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(Piasecki 1993b) wynika, ze berlinski uczony w swoim opisie miat na mysli
przede wszystkim forme¢ z okonia. Nie wiemy na pewno jaka byta inna ryba, na
ktérej pasozyt miatby rzekomo wystgpowacé — sandacz czy jazgarz? Dlatego tez
uzasadnione wydaje si¢ aby nazwa Achtheres percarum von Nordmann, 1832
byta stosowana w odniesieniu do gatunku pasozytujacego u okonia, podczas gdy
dla gatunku z sandacza uzasadnione wydaje si¢ przywrdcenie zapomnianej juz

nazwy Achtheres sandrae Gadd, 1901.
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V WNIOSKI

. Osobniki Achtheres ,,S” majq bardziej wydtuzony tutow genitalny niz
osobniki Achtheres ,,0”, oraz zdecydowanie wiekszy wyrostek

kopulacyjny.

. Przeprowadzenie szczegdtowych obserwacji budowy i struktury
przydatkéw gtowowych u obu form badanych widtonogéw pozwolito na
stwierdzenie, ze Achtheres ,,O” i Achtheres ,,S” r0znig sie wyraznie
ksztattem i1 szczegotami uzbrojenia anten I pary, anten II pary oraz

maxilipediow.

. Analiza statystyczna wynikéw pomiaréw wykazata przydatnosé takich
cech jak: dlugos¢ maxilli II pary, dtugos$é wyrostka kopulacyjnego,
dlugos¢ ptytki glowowej, dtugos¢ gtowotutowia i catkowita dtugosé ciata

do identyfikacji dwoch form Achtheres ,,0” i1 Achtheres ,,S”.

. Skonstruowany model matematyczny bazujacy na wszystkich pieciu
cechach istotnych statystycznie pozwala na jednoznaczne
zidentyfikowanie form Achtheres ,,0” i Achtheres ,,S”. Sprawdzalnos¢

modelu wynosi 75%.

. Dendrogram utworzony w oparciu o badania biometryczne, wykazat
obecnos¢ dwoch wyraznych skupien. Fakt ten pozwala na stwierdzenie,
ze formy Achtheres ,,O” i Achtheres ,,S” wyraznie si¢ r6znig proporcjami

ciata.
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6. Technika PCR/RFLP daje mozliwo$¢ jednoznacznego odroznienia

osobnikéw reprezentujacych formy Achtheres ,,0” 1 Achtheres ,,S”.

7. Uklady ze starterami EUS5.8S i EU18S oraz 18SF1 i 28SR, moga by¢
zastosowane jako uktady identyfikacji osobnikow reprezentujacych formy

Achtheres ,,O” 1 Achtheres ,,S”.

8. Wzory restrykcyjne produktéw PCR uzyskanych na matrycach
izolowanych z form Achtheres ,,0” i Achtheres ,,S” byly rozne dla

wszystkich testowanych enzymow restrykcyjnych.

9. W oparciu o badania morfologiczne, morfometryczne, oraz molekularne
techniki genetyczne identyfikacji gatunkéw mozna stwierdzié, ze badane
formy zywicielskie Achtheres ,,O” 1 Achtheres ,,S” reprezentujg dwa rézne
gatunki. Dla gatunku z okonia uzasadnione wydaje si¢ stosowanie nazwy
Achtheres percarum von Nordmann, 1832, podczas gdy dla gatunku z

sandacza uzasadnione wydaje si¢ przywrdcenie zapomnianej juz nazwy

Achtheres sandrae Gadd, 1901.
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