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Streszczenie

Celem pracy byta weryfikacja dotychczasowych ustalen dotyczgcych odrgbno-
sci szesciu gatunkow Diplostomum (D. mergi, D. parviventosum, D. baeri, D. pseu-
dospathaceum, D. spathaceum, D. paracaudum) oraz analiza pokrewienstw miedzy
nimi przy pomocy technik genetyki molekularnej. Cele te osiggnieto wykorzystujac
analize sekwencji ITS1 1 analize¢ RAPD.

Otrzymany fragment ITS1 szesciu badanych gatunkéw rodzaju Diplostomum
ma dhlugos¢ od 577bp (D. baeri) do 586 bp (D. parviventosum). Uzyskane sekwen-
cje zostaly wystane do ,,GenBanku” gdzie otrzymaty nastepujgce numery: Diplosto-
mum paracaudum (Warszawa) AF419272, D. pseudospathaceum (Warszawa)

AF419273, D. baeri (Warszawa) AF419274, D. spathaceum (Warszawa)
AF419275, D. spathaceum (Kosewo) AF419276, D. parviventosum (Warszawa)
AF419277, D. parviventosum (Kosewo) AF419278, D. mergi (Warszawa)
AF419279.

W materiale pochodzacym z pojedynczych metacerkarii oraz cerkarii/sporocyst
produkty PCR byty jednoprazkowe. Jest to druga grupa przywr, u ktorej, podobnie
jak u przedstawicieli rodzaju Echinostoma (Morgan 1 Blair 1995), nie stwierdzono
wystepowania sekwencji repetytywnych. Stopien zmiennosci sekwencji ITS1 po-
miedzy poszczegdlnymi gatunkami z rodzaju Diplostomum jest zblizony do obser-
wowanego w rodzaju Ichthyocotylurus oraz u przedstawicieli rodzaju Echinostoma.

Dwie analizy filogenetyczne (maksymalnego uprawdopodobnienia — ML 1 naj-
wiekszej parsymoni — MP) przywr z rodzaju Diplostomum wyKonane na podstawie
sekwencj1 ITS1, dalty podobne wyniki. Wsrod badanych gatunkéw stwierdzono wy-
stepowanie dwoch wyraznie oddzielonych grup. Do jednej grupy nalezy D. pseudo-
spathaceum 1 D. paracaudum, do drugiej D. spathaceum, D. parviventosum 1 D.
mergi. Pozycja D. baeri jest zmienna. W zaleznosci od rodzaju przeprowadzone;
analizy gatunek ten lokalizuje si¢ w jednej lub drugiej grupie. Badania wigksze)
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liczby gatunkéw z rodzaju Diplostomum moga wykazac, ze nie jest on zwigzany
z zadng z tych grup, o czym swiadczy niski wspotczynnik Bootstrap dla obu analiz
(MP 1 ML) w przypadku dwoch gatunkow (A. gracilis 1 1. platycephalus), uzytych
jako gatunki zewnetrzne (outgroup). Wskazuje na to tez wynik analizy cech morto-
logicznych D. baeri, szczegdllnie jego cerkarn (Niewiadomska 1 Laskowski 2002),
a takze wyrazne réznice w biologii 1 w cyklu zyciowym pomig¢dzy nim a imnymi
analizowanymi gatunkami. Mozna stwierdziC, ze analizowane gatunki nalezg do
trzech odrebnych grup: pierwsza tworzg D. pseudospathaceum 1 D. paracaudum,
druga — D. spathaceum, D. parviventosum 1 D. mergi, a D. baeri jest jedynym
przedstawicielem trzecie).

Wszystkie analizowane gatunki Diplostomum wydaja si¢ by¢ bardzo blisko spo-
krewnione. Stwierdzono bowiem, ze r6znice w sktadzie nukleotydowym sg miedzy
nimi bardzo mate. Pod wzgledem morfologicznym poszczegdlne stadia rozwojowe
tworzg prawie nierozroznialne grupy, uktadajace si¢ na ro6zne sposoby (,,mozaika”™),
w zaleznosci od analizowanego stadium rozwojowego. Najblizsze wynikom anali-
zy ITS1 sa cechy morfologiczne cerkarii (Niewiadomska 1 Laskowski 2002).

Diplostomum spathaceum 1 D. parviventosum okazaly si¢ prawie 1dentyczne pod
wzgledem sktadu nukleotydowego. Sekwencja ITS1 D. parviventosum jest o 7 nu-
kleotydow dluzsza od tej sekwencjt u D. spathaceum. R6znigcy oba gatunki frag-
ment znajduje si¢ na 3’ koncu sekwencjt D. parviventosum 1 wystepuje tylko u te-
go gatunku. Dlatego nie byl uwzgledniony w analizach filogenetycznych. Biorgc
pod uwage brak bezposredniego wplywu przystosowawczego mutacji w tym regio-
nie DNA, mozna stwierdzié, ze oba te gatunki sg bardzo blisko spokrewnione. Ob-
serwowane w analizie RAPD réznice genetyczne, jak 1 réznice morfologiczne, mo-
g3 by¢ odzwierciedleniem procesow przystosowawczych D. parviventosum. Wyka-
zuje on specyficznos¢ w stosunku do Il zywiciela posredniego, ktorym jest kietb
(Gobio gobio). W warunkach laboratoryjnych nie udato si¢ uzyska¢ metacerkarii te-
g0 gatunku zarazajac gupiki, karpie 1 amury. Metacerkarie D. parviventosum
uzyskano z kietbi zarazonych w warunkach naturalnych. Z pozostatych gatunkow
(D. pseudospathaceum, D. paracaudum, D. mergi 1 D. spathaceum), ktorych cerka-
ri1 uzyto do laboratoryjnego zarazenia ryb, otrzymano metacerkarie. Rowniez zywi-
ciel ostateczny — tracz nuroges (Mergus merganser) — jest specyficznym zywicie-
lem dla D. parviventosum. Prawie 1dentyczny sktad nukleotydowy ITS1 1 jednocze-
snie duze réznice zarOwno w budowie morfologiczne) metacerkarii 1 postact doro-
stej, jak 1 r6zne wzory RAPD D. spathaceum 1 D. parviventosum sugeruja, ze oba
te gatunki sg bardzo blisko spokrewnione, a obserwowane réznice mogg wynikao
ze zmian spowodowanych specjalizacjg w stosunku do II zywiciela posredniego
1 zywiclela ostatecznego.

Badania RAPD przeprowadzone na metacerkariach pochodzgcych z zarazenia
naturalnego wykazaty, ze uzyskanie w petni powtarzalnych wynikow jest w prakty-
ce bardzo trudne, lub wrecz niemozliwe. W zwigzku z tym, analiz¢ RAPD ograni-
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czono do potwierdzenia odrgbnosci genetycznej D. spathaceum i D. parviventosum.
Analiza RAPD potwierdzita genetyczng odrebnosé tych dwéch gatunkéw.
Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze wszystkie badane gatunki
sg bardzo blisko spokrewnione i uktadajg sie w trzy grupy (analiza ITS1).
Stwierdzono matg przydatnos¢ techniki RAPD do okreslania przynaleznosci ga-
tunkowej metacerkarii pochodzacych z zarazenia naturalnego.




