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1. Wstep

Prowadzenie badan nad zmienno$cia gatunkowa jest fundamentalnym elementem
ochrony przyrody, o czym mowi Konwencja o roznorodnosci biologicznej. Po czterech latach
prac, podczas Szczytu Ziemi w Rio de Janeiro w maju 1992 roku, podpisano jej tekst. Polska
jako jedno ze 167 panstw, ktore podpisaly dokument, jest zobligowana do opracowywania
krajowych strategii, planow i program6éw majacych na celu ochrong i zrownowazone uzytko-
wanie zasobow. Konieczno$¢ wypehiania nalozonych na nasz kraj obowiazkoéw sprawia, ze
trzeba prowadzi¢ badania umozliwiajace genetyczna charakterystyke poszczegdlnych gatun-
koéw roélin 1 zwierzat, w szczegdlnosci gatunkow zagrozonych. Do takich gatunkéw nalezy
certa (Vimba vimba), ktora jest obecna na polskiej ,,Czerwonej liscie stodkowodnych mino-
gow 1 ryb” [Witkowski i inni, 2009]. Gatunek ten uznano za jeden z 37 najbardziej zagrozo-
nych taksonow 1 zaszeregowano do kategorii gatunkow krytycznie zagrozonych (CR). Ozna-
cza to, ze stwierdzono wysokie ryzyko wymarcia tego gatunku w $rodowisku naturalnego
wystgpowania. W celu ochrony certy w Polsce nalezy wprowadza¢ formy ochrony aktywnej
1 wzmacnia¢ populacje wystepujace w dorzeczu Odry, Wisty i1 rzekach Pobrzeza Battyku. Po-
lityka panstwa powinna zatem wspiera¢ wszelkie dzialania na rzecz ,,utrzymywania rzadkich
lub ginacych odmian i ras wykorzystywanych rolniczo lub zagrozonych gatunkéw ryb”
[Trzeci krajowy raport z wdrazania Konwencji o roznorodnosci biologicznej, 2005]. Wsrod
zagrozonych gatunkéw ryb szczegdlne miejsce zajmuja gatunki dwusrodowiskowe: toso$
(Salmo salar), tro¢ wedrowna (S. trutta trutta), sieja wedrowna (Coregonus lavaretus), we-
gorz (Anguilla anguilla) i certa, ktdre sa szczegdlnie narazone na zanik z powodu zablokowa-
nia tras ich wedrowek. W programie ,,Zrownowazony rozwo¢j sektora ryboldowstwa
i nadbrzeznych obszarow rybackich 2007-2013” szczegolny nacisk potozono na budowe no-
wych urzadzen oraz remontowanie juz istniejacych, ktore przywroca drozno$¢ w rzekach.

Obecnie w ramach r6znych funduszy wspierajacych dziatania srodowiskowe realizo-
wane sa programy restytucji gatunkdéw ryb tzw. sztandarowych, ktérych ochrona aktywnie
wspiera takze inne towarzyszace im gatunki. Nalezy tu wymieni¢ program restytucji jesiotra
ostronosego (Acipenser oxyrhynchus) koordynowany przez Instytut Rybactwa Srodladowego
w Olsztynie [Kolman, 2007], projekt restytucji ryb wedrownych w Polsce opracowany dla
jesiotra zachodniego (A. sturio), tososia, troci wedrownej oraz certy w dorzeczach Wisty
1 Odry [Witkowski 1 inni, 2004].

Chcac wypeti¢ obowiazki nalozone na Polsk¢ przez konwencje, trzeba prowadzi¢
badania umozliwiajace genetyczna charakterystyke poszczegdlnych gatunkoéw ro$lin i zwie-
rzat. W artykule 8 konwencji wskazano na konieczno$¢ przechowywania materiatu biologicz-
nego, takiego jak zamrozone nasienie, komorki jajowe, tkanki lub DNA. Niezbedna jest ge-
netyczna charakterystyka poszczegdlnych populacji danego gatunku, wystgpujacych w réz-
nych ekosystemach, w celu oznaczenia ich homogennos$ci lub stopnia zréznicowania. Opra-
cowanie genetycznej bazy danych dla kazdego gatunku pozwoli na wskazanie populacji
o matlej liczebnosci oraz tych, ktore ze wzgledu na zbyt duza homogenno$¢ sa w stanie degra-
dacji genetyczne;.
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Obecnie intensywnie rozwijany jest program genetycznego metkowania ro$lin 1 zwie-
rzat (DNA barcoding), ktory umozliwi szybsza ich identyfikacjg¢. Powotano takze organizacj¢
Fish Barcode of Life Initiative (FISH-BOL), ktora zrzesza grupy badawcze we wspdlnym
projekcie znakowania gatunkdéw ryb na podstawie okre§lonego, silnie zakonserwowanego
ewolucyjnie fragmentu DNA [http://www.fishbol.org/]. Taka inicjatywa ma na celu utworze-
nie banku sekwencji DNA stuzacych do oznaczania zagrozonych wyginigciem gatunkow ryb
dla zachowania biordéznorodnos$ci akwendw. Ponadto okresla si¢ przynalezno$¢ systema-
tyczna osobnikéw wczesniej niesklasyfikowanych dla wypracowania wiarygodnej metody
identyfikacji, np. przez uzupetnienie metod identyfikacji na podstawie pokroju ciata. Wysoka
homogennos$¢ populacji oznacza ryzyko kumulacji alleli zmutowanych lub uszkodzonych.
W kazdym kolejnym pokoleniu mogtaby rosnaé¢ liczba osobnikéw bgdacych nosicielami ta-
kich ,,niekorzystnych” uktadow allelicznych.

Nalezy rowniez zwroci¢ szczegdlng uwage na zapis konwencji, ktory naktada na pan-
stwa cztonkowskie obowiazek zachowania réznorodnosci biologicznej poza granicami obsza-
réw objetych ochrona, wspierania ekosystemow i naturalnych siedlisk, a takze utrzymania
zdolnych do zycia populacji gatunkow w ich naturalnym otoczeniu. Wypekienie tych obo-
wiazkéw jest mozliwe wowczas, gdy gatunek jest genetycznie zdefiniowany, a populacje
wystgpujace na danym terenie sg rozpoznane pod wzgledem puli genetycznej. Mozliwe jest
wtedy okreslenie wspolnego pochodzenia poszczegodlnych populacji uznanych za jednorodne
genetycznie. Taki zakres prac pozwala obja¢ monitoringiem zagrozone populacje w celu za-
chowania i utrzymania ich odrgbnosci.

1.1. Charakterystyka gatunku Vimba vimba

1.1.1. Gatunek w ujeciu biologicznym

Wedlug Mayra [1942, 1974], biologiczna definicja gatunku odnosi si¢ do grupy natu-
ralnych populacji, ktore faktycznie lub potencjalnie moga si¢ krzyzowaé ze soba nawet
w warunkach istnienia migdzy nimi bariery izolacyjnej, ktora jest jedna z gldéwnych sit napg-
dowych w ewolucji gatunkéw. Wynika to z ograniczenia lub zahamowania przeptywu genow
migdzy populacjami na skutek wystgpowania w ich naturalnym $rodowisku barier, ktore
uniemozliwiaja skuteczne kojarzenie si¢ osobnikow. Jest rOwniez wiele prac ujmujacych ga-
tunek w aspekcie ewolucyjnym [Simpson, 1951], filogenetycznym [Cracraft, 1983] lub roz-
poznawczym [Paterson, 1985]. W efekcie pierwotna definicja Mayra ulegta do$¢ znacznym
zmianom, co poskutkowato opublikowaniem w 1982 roku modyfikacji pierwotnej wersji BSC
(Biological Species Concept), ktora zostata w uzupetniona przez Avise 1 Balla [1990]. Zasu-
gerowali oni sposoby uznawania gatunkéw na podstawie ,,dowodéw zgodnego rozdzialu
wielu niezaleznych atrybutéw genetycznych”.

Inna, nowocze$niejsza definicje gatunku sformutowat Mayden [2002]. Gatunek okres-
lit jako grupe realnie wystepujaca w srodowisku, ktora sktada si¢ z osobnikow rézniacych sig
od siebie (majacych odrgbne cechy), a jednocze$nie wyrdzniajaca si¢ pewnymi grupami cech
od innych grup 1 majaca wilasne, niezalezne dzieje ewolucyjne.

Nelson [1999] uznal za kontrowersyjna biologiczna definicje gatunku. Wedlug niego,
termin ,,gatunek” jest uzywany w biologii w dwoch znaczeniach: w pierwszym jako jednostka
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ewolucyjna, a w drugim jako kategoria w hierarchii linneuszowskiej. Nalezy zaznaczy¢, ze
w publikacjach dotyczacych biologii i taksonomii ryb [Nelson 1994, 2006] gatunkiem, wed-
tug Nelsona, jest grupa osobnikdw (populacji), ktore w naturalnych warunkach krzyzuja si¢
jedynie migdzy soba. Moga to by¢ takie grupy osobnikow, ktorych linie ewolucyjne nieod-
wracalnie oddality si¢ od siebie w wyniku zmian, jakie zaszty migdzy nimi. Przesledzenie
pochodzenia danej grupy ewolucyjnej wraz z okresleniem wspdlnego przodka wymaga cza-
sochtonnych badan, obejmujacych nie tylko morfologi¢ i fizjologig, ale rowniez oznaczenia
molekularne i genetyczne danej grupy taksonomicznej.

1.1.2. Status taksonomiczny gatunku Vimba vimba

Na podstawie wyznacznikdw gatunku opracowano system klasyfikacji oparty na filo-
genetycznym uktadzie systematycznym [Nelson, 1994], wedtug ktorego gatunek certy sklasy-
fikowano nastepujaco:
gromada Actinopterygii,

podgromada Neopterygii,
dziat Teleostei,
poddziat Euteleostei,
nadrzad Ostariophysi,
seria Otophysi,
rzad Cypriniformes,
nadrodzina Cyprinoidea,
rodzina Cyprinidae,

podrodzina Leuciscinae,
rodzaj Vimba (Linnaeus, 1758), [Nelson, 2006].

Gatunek Vimba reprezentowany jest przez ryby o Sredniej wielkosci ciata, zamiesz-
kujace dolne lub $rodkowe biegi rzek [Kottelat, Freyhof, 2007]. R6znia si¢ one ksztalttem,
ubarwieniem oraz ekologia. W obrebie gatunku opisano populacje semianadromiczne, kto-
rych zasiedlenie jest niekiedy ograniczone do srodkowego biegu rzeki. W sktadzie tych po-
pulacji dominuja osobniki niewielkich rozmiaréw, natomiast osobniki duze spotykane sa
tylko sporadycznie. Taka zmienno§¢ w obrgbie gatunku doprowadzita do opisania wielu tak-
sonow ,,ponizej” jego poziomu, ktore obecnie traktowane sa jak synonimy. Tak jest w przy-
padku subalpejskiej certy, ktora czasami jest rozpoznawana jako Vimba elongata [Kottelat,
Freyhof, 2007]. Pewne jej populacje wykazuja drobne réznice, na ktérych podstawie moga
by¢ odrézniane od Vimba vimba. Jest to prawdopodobnie wynikiem izolacji granicznej, jed-
nak nalezaloby potwierdzi¢ t¢ hipotezg przez przesledzenie ich genetycznego zrdznicowania
wynikajacego ze zmiennosci Srodowiskowe;.

1.1.3. Wybrane zagadnienia z biologii certy

Certa jest gatunkiem bytujacym w stonawych wodach estuariowych oraz w duzych
i $rednich rzekach, ale spotykana jest rowniez w niektorych duzych jeziorach podalpejskich.
Sa réwniez populacje osiadte w matych rzekach reprezentujacych kraing brzany [Kottelat,
Freyhof, 2007]. Gatunek ten odbywa dwa typy wedrowek: rozrodcze — z morza w gore rzek,
oraz zerowiskowe — z rzeki do morza i w granicach tej samej rzeki. Jak podaje Bontemps
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[1971], masa ciala osobnikdéw certy moze osiagac¢ nawet 1 kg, a okres ich zycia szacuje si¢ na
maksymalnie 15 lat. Wedtug niektorych zrodet dojrzatosé ptciowa osiagaja one w wieku 4-5
lat, natomiast Kottelat i Freyhof [2007] twierdza, ze ryby tego gatunku dojrzewaja juz w trze-
cim roku zycia. Dane te sa zgodne z ustaleniami Kleszcza i innych [2001], gdyz wigkszos¢
odtowionych przez nich do sztucznego rozrodu ryb miata co prawda wiek 4+ i 5+, ale zlo-
wione w Baryczy tarlaki byty réwniez w wieku 3+. Jak wynika z obserwacji Pliszki [1963],
dojrzate osobniki certy w wieku 3+ to tylko samce. Tarto certy ma charakter wielokrotny
i wielomiotowy [Bontemps, 1971]. Tarlaki przybywaja na tarliska po nastaniu odpowiedniej
temperatury (17-18°C) i1 pozostaja tam do polowy maja, a nawet do pierwszych dni lipca
[Bontemps, 1960]; w tym czasie temperatura wody na tarliskach moze dochodzi¢ nawet do
24°C [Pliszka, 1953]. Rozréd certy podobnie opisuje Heese [2000], twierdzac, ze tarto ma
charakter porcyjny, a rozrod u tego gatunku jest rozciagnigty w czasie. Jak jednak wynika
z obserwacji ichtiologdw zajmujacych si¢ rozrodem certy (Osrodek Zarybieniowy w Szczo-
drem), tarta certy nie mozna nazwa¢ porcyjnym. Wynika to z obserwacji pozyskiwania ikry
od dojrzatych samic do sztucznego rozrodu. Z gonady pozyskuje si¢ 80-90% dojrzatych ko-
morek rozrodczych, a utamek, ktory pozostaje w zakamarkach gonady, jest niedostgpny, ale
rowniez dojrzaty. Z tego materiatu uzyskuje si¢ 90%, a nawet 100% zaptodnionych ziaren
ikry, co oznacza, ze gonada dojrzewa w jednym czasie i dlatego takiego charakteru tarla nie
mozna uzna¢ za porcyjny, tak jak to jest np. u brzany. W tym przypadku polowa komorek
rozrodczych z gonady dojrzewa po kilku dniach od pozyskania pierwszej partii dojrzaltej ikry.
Badania nad procesem dojrzewania gonad u certy pochodzacej z Drawienskiego Parku Naro-
dowego prowadzili Hliwa 1 inni [2002]. Wedtug tych autoréw, gatunek certy charakteryzuje
porcyjny charakter tarla, na co wskazuje kompleksowa analiza etapéw dojrzewania jajnikow.

Zagadnienia dotyczace charakterystyki wedrowek certy opisywalo wielu badaczy.
W latach szes¢dziesiatych XX wieku wedrowki w basenie Morza Battyckiego przedstawiono
na podstawie znakowania ryb lub obserwacji wynikéw potowu stada tartowego migrujacego
w gorg rzeki. Skuteczno$¢ obu tych metod przedstawit w swojej monografii Bontemps
[1971]. Tempo wedrowki stada zalezy od wielu czynnikéw biologicznych (Sredniego wieku
wedrujacego stada, stanu zdrowotnego ryb, dojrzatosci gonad) i srodowiskowych (dtugosé
okresu zimowego, konieczno$¢ przerwania wedrowki lub zmniejszenia jej predkosci).

1.1.4. Zmiennos$¢ gatunkowa i wewnatrzgatunkowa

W obrebie rodzaju Vimba wyrdznia si¢ trzy gatunki: Vimba vimba (najszerzej roz-
powszechniony), Vimba elongata i Vimba melanops. Wedlug Heese [2000] w obrgbie ga-
tunku Vimba vimba wyrdzniono pig¢ podgatunkow: Vimba vimba vimba — gatunek nomina-
tywny, Vimba vimba carinata, Vimba vimba bergi, Vimba vimba persa i Vimba vimba tenella.
Roéznice w obrgbie podgatunkow dotycza bardziej cech biologicznych niz morfologicznych,
co jest wynikiem zasiedlenia odrgbnych obszarow geograficznych. Za obszar wystgpowania
Vimba vimba vimba uwaza si¢ zlewisko Battyku i Morza Potnocnego, dla podgatunku Vimba
vimba carinata obszar ten jest ograniczony do zlewiska Morza Czarnego. W tym rejonie zde-
finiowano tez podgatunek Vimba vimba bergi. Vimba vimba tenella zasiedla rzeki Krymu, az
po wybrzeze Gruzji, a Vimba vimba persa bytuje w zlewisku Morza Kaspijskiego.
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Na przyktad Kottelat [1997] wymienia osiem form certy w obrgbie podgatunku Vimba
vimba tenella, migdzy ktérymi jednak nie zawsze mozna stwierdzi¢ wystepowanie roznic
morfometrycznych. Obecnie wsrdd systematykow panuje tendencja odchodzenia od nadawa-
nia statusu podgatunku, poniewaz czgsto wyznaczniki morfometryczne, ktore sa podstawa do
ich rozrézniania, zanikaja po przeniesieniu danej formy do innego habitatu. Sa to cechy na-
byte, nie zawsze dziedziczne, bedace wypadkowa czynnikow srodowiskowych i czasu ekspo-
zycji ryb na ich dziatanie [Freyhof, inf. ustna].

Najbardziej specyficzne sa stada certy zamieszkujace jeziora podalpejskie. Charakte-
ryzuja si¢ one osigganiem mniejszych rozmiarow osobniczych i sktadaja mniej ikry w porow-
naniu z certa wgdrowna. Bardzo interesujacym zjawiskiem wystepujacym w obrebie gatunku
Vimba vimba jest tworzenie si¢ populacji stacjonarnych, czyli stad. Maja one duze zdolnos$ci
przystosowawcze i moga zasiedla¢ nawet sztuczne akweny, lecz pod warunkiem, ze umozliwi
im si¢ odbywanie tarta w potokach zasilajacych te akweny. Z biologicznego punktu widzenia
stadem nazywamy ograniczong liczebnie grupg osobnikow jednego gatunku, zdolna do repro-
dukcji 1 zajmujaca wspolny obszar. Skupienia ryb nie tworza si¢ jednak przypadkowo, lecz
wynika to z ich przystosowania do warunkow srodowiska. Wszelkiego rodzaju stada (tartowe
lub zerujace) maja réznorodny charakter i strukture [Pliszka 1964]. W konsekwencji tworze-
nie si¢ stad moze wynika¢ m.in. z reakcji na zréznicowanie czynnikow $rodowiskowych lub
wystgpowanie rdéznic w procesach rozrodczych. Wedlug Oduma [1963], formowanie si¢ stad
wynika prawdopodobnie z potrzeby ochrony populacji przed wrogami i czynnikami uznanymi
za niebezpieczne, strategii poszukiwania pokarmu, zimowania, rozrodu lub podejmowania
innych wedrowek. Jednak, jak podaje Opuszynski [1983], w skfad stada (lub populacji)
wchodza osobniki jednego gatunku, ktore reprezentuja zréznicowana strukturge wiekowa. Ta-
kie stado ma zdolno$ci samoodnawiania, a doplyw genoéw z innych populacji jest dos¢ mocno
ograniczony. Ciekawe jest rowniez stwierdzenie tego autora, ze populacje nie musza rdézni¢
si¢ zauwazalnymi cechami morfologicznymi poszczegoélnych osobnikow. Tworza one jed-
nostki, ktore mozna scharakteryzowac¢ na podstawie cech ,,zbiorczych”, czyli przyktadowo
struktury wiekowej, liczebnosci lub ptodnosci populacyjne;.

Nelson [1999] definiuje podgatunek jako kategori¢ systematyczna, obejmujaca zespot
populacji lokalnych danego gatunku, zajmujacych wyodrgbniony obszar w zasiggu wystgpo-
wania gatunku. Podgatunki r6znig si¢ cechami taksonomicznymi i pewnymi wilasciwosciami
puli genéow. Termin ten czgsto jest jednak uzywany w takim samym znaczeniu jak rasa.
W obrebie podgatunku Vimba vimba vimba wyrdzniono dwie rasy: Vimba vimba vimba
carinata (rybiec) — ograniczona zasiggiem do basenu Morza Czarnego, oraz Vimba vimba
vimba natio bergi (rybiec tobacz) — wystepujaca w rzece Boh na Ukrainie [Banarescu, 1971].

Wielu badaczy zajmujacych si¢ biologia ryb dwusrodowiskowych réwniez wyodrgb-
nia rézne formy certy ze zlewiska Morza Baltyckiego. Sa to taksony ponizej podgatunku,
ktore roznia si¢ od formy podstawowej innym okresem tarta lub wedrowek. W ten sposob
wyrdzniono wedrowna i stacjonarna forme certy, formg ,.chuda” i ,,duza”, czarng” i ,,biata”
[Bontemps, 1971]. Bontemps [1969] takze opisuje potencjalnag mozliwo$¢ tworzenia stad lo-
kalnych przez certy z Sanu, ktore w ogole nie opuszczaja swoich tarlisk. Nalezy jednak zwro-
ci¢ uwagg na ptynna granice mi¢dzy podgatunkiem a forma lub rasa. Jest to problem nie tylko
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taksonomiczny, ale rowniez genetyczny. Nie ma bowiem zadnej jasnej i powszechnie uzywa-
nej definicji, ktora jednoznacznie wskazywalaby na moment przejscia od stada do rasy lub od
rasy do podgatunku. Jest to zwigzane z istnieniem naturalnych roéznic na poziomie migdzy-
osobniczym oraz migdzypopulacyjnym, co jest szczegdlnie widoczne w przypadku gatunkow
dwusrodowiskowych, do ktorych nalezy certa. Plastycznos¢ pewnych cech jest wynikiem
adaptacji do warunkoéw $rodowiskowych, czyli procesu niezbgdnego do utrzymania ciaglo$ci
gatunkowej. W tworzeniu form lokalnych certy bardzo wazna rolg¢ odegrata zabudowa hy-
drotechniczna rzek. Budowa zapory we Wtloctawku bezsprzecznie przyczynita si¢ do ograni-
czenia certom mozliwos$ci rozrodu, poniewaz uniemozliwita im naturalng migracj¢ [Witkow-
ski 1 inni, 2004]. Wobec tego w Wisle powstato stado certy, ktore rozradza si¢ tylko w jej
gornym biegu. Bartel [2002] jako przyczyne ekstynkcji certy w polowach podat wtasnie prze-
grodzenie Wisly. Autor ten uwaza rdwniez, ze byto to bezposrednia przyczyna zlikwidowania
dawnej tartowej populacji certy. Podobna sytuacje cert z rzeki Orawy przedstawia Wajdowicz
[1967]. Po zamknigciu doliny zapora i utworzeniu Zbiornika Orawskiego pozostawiono stado
cert, ktoremu odcigto droge do miejsca ich bytowania. Zmusito to tak nieliczne osobniki certy
do przystosowania si¢ do nowych warunkéw bytowania praktycznie w wodzie stojace;.

Badania nad okresleniem zmienno$ci populacyjnej w obregbie gatunku Vimba vimba
prowadzono w latach siedemdziesiatych ubiegltego wieku [Bénarescu i inni, 1970; Payusova
1inni 1976]. Analiza czterech populacji z réznych stanowisk ich wystgpowania, oparta na
charakterystyce cech cytofizjologicznych i biochemicznych, wskazata na wystepowanie ro6z-
nic mi¢dzypopulacyjnych. Payusova i inni [1976] podaja dwa mozliwe Zrédla tych zmian.
Pierwszym jest polimorfizm (zmienno$¢ genetyczna), bedacy naturalnym zjawiskiem w izo-
lowanych od siebie populacjach, a drugie zroédto to wyksztatcenie si¢ tzw. sibling species
(gatunkow siostrzanych), wystgpujacych na ,,naktadajacych si¢” obszarach wystgpowania.
Pojawianie si¢ terminu ,,gatunek siostrzany” po raz kolejny §wiadczy o braku jednoznacznego
okreslenia roznicy migdzy taksonami zaréwno w obrgbie gatunku biologicznego jak i ponize;j.
W nomenklaturze zoologicznej [Mayr i Ashlock, 1991] znajduje si¢ pojgcie gatunkow bliz-
niaczych, zdefiniowane jako gatunki identyczne lub bardzo pokrewne pod wzgledem mor-
fologicznym, ale bez mozliwos$ci krzyzowania si¢ (tzn. nie zachodzi wtedy wymiana puli ge-
nowej). Obecno$¢ bariery rozrodczej, a jednoczesnie brak mozliwos$ci rozréznienia tych ga-
tunkow, zwanych tez kryptycznymi, tylko na podstawie wygladu zewngtrznego bardzo utrud-
nia ich identyfikacjg.

Baénarescu i inni [1970] opisuja réznice morfologiczne migdzy podgatunkami Vimba
vimba tenella 1 Vimba vimba carinata, ktére sa zdecydowanie wyrazniejsze niz roznice ana-
tomiczne. Takie cechy, jak liczba kregdéw czy liczba wyrostkow skrzelowych zostaty okreslo-
ne jako cechy réznicujace oba wymienione podgatunki certy, w przeciwienstwie do ksztattu
1 zaggszczenia zegbow gardlowych. Wedlug cytowanych autorow, cecha ta okazala si¢ mniej
uwydatniona. Begdon [1976] wskazuje na mozliwos$ci réznicowania morfologicznego pod-
gatunku Vimba vimba persa zasiedlajacego zlewisko Morza Kaspijskiego oraz Vimba vimba
tenella, ktorego zasigg ogranicza si¢ do zlewiska Morza Czarnego. Pierwszy podgatunek
charakteryzuje si¢ mata liczba tusek w linii bocznej, drugi jest okreslany jako forma drobna —
dorasta maksymalnie do 18,8 cm. Ten sam autor przedstawia rowniez klucz do oznaczania
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morfologicznego réznych form certy. Sa to formy: wysokogrzbietowa Vimba vimba vimba
natio carinata, zwana roOwniez ,,ptaska”, oraz niskogrzbietowa o nazwie Vimba vimba vimba
natio bergi.

Wyréznienie form certy w zaleznos$ci od zlewni jest rowniez czgsto spotykane w pra-
cach selekcyjno-populacyjnych. Badania nad zréznicowaniem genetycznym certy wystepuja-
cej w zlewni Wisty oraz Odry prowadzila Trojnicka-Szczepanska [2005] w ramach przygo-
towania bazy danych dla programu reintrodukcji certy do rzek Polski. Autorka ta okreslita
poziom zmiennosci genetycznej i zroznicowanie wybranych populacji Vimba vimba oraz
przedstawita analiz¢ powiazan filogenetycznych migdzy poszczeg6lnymi populacjami, wyko-
rzystujac molekularne markery genetyczne. Stwierdzita, Ze certy, ktére zasiedlaja obecnie
zlewnie Wisty 1 Odry, prawdopodobnie naleza do jednej linii ewolucyjnej. Sa one jednak
zréznicowane w obrgbie mtDNA 1 wiele z nich ma haplotypy ,,prywatne”, czyli takie, ktérych
nie stwierdzono w pozostalych populacjach.

1.1.5. Spadek liczebnosci i ochrona gatunku

Kottelat i Freyhof [2007] kategoryzuja gatunek Vimba vimba jako least concern (LC),
czyli ,,gatunek najmniejszej troski” lub ,,gatunek nizszego ryzyka”. Do tej grupy przynaleza
taksony, ktore jeszcze nie kwalifikuja si¢ do miana gatunku krytycznie zagrozonego, zagro-
zonego lub bedacego na wyginigciu. Drugi gatunek wystgpujacy w wodach Europy (Vimba
melanops) zostal sklasyfikowany przez Crivelli [2006] jako niekompletnie zdefiniowany
(data deficient — DD). Status ten nadawany jest taksonom, o ktorych nie ma informacji nie-
zbgdnych do przeprowadzenia posredniej lub bezposredniej oceny stopnia zagrozenia wygi-
nigciem. Status taki przyznawany jest na podstawie rozmieszczenia i/lub oceny stabilno$ci
populacji. Poszczeg6lne kategorie okreslajace stopien zagrozenia danego gatunku (rys. 1)
oraz status zagrozenia certy Vimba vimba w wybranych krajach europejskich przedstawiono
w tabeli 1.

Tabela 1. Status zagrozenia dla certy w krajach, z ktorych pochodza proby objete badaniami

Lp. Kraj Status Opis Referencje
1. Polska Sﬁ;ﬂ;ﬁ;auy krytycznie zagrozone Witkowski i in., 2009
2. Niemcy EN —endangered zagrozone Freyhof, 2009
3. Stowenia EN — endangered zagrozone inf. ustna — Meta Povz
4. Czechy VU — vulnerable narazone Lusk i inni, 2004
5. Austria VU — vulnerable narazone Wolfram i1 Mikschi, 2001
6. Turcja LC — last concern najmniejszej troski inf. ustna — Oguz Tasbozan
7. Estonia DD - data defficient nleokreslor}y stopien Estonian Red Data Book, 2007
zagrozenia
8. Litwa nieujety na liscie - The Red List of Lithunia, 2007
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EX Wymarte i prawdopodobnie wymarte
EX? Extinct and probably extinct

CR Krytycznie zagrozone
Critically Endangered

Gatunki zagrozone EN Zagrozone
Treatened Endangered
Narazone
VU vVulnerable

Bliskie zagrozenia

NT
] Gat. nizszego ryzyka Near Threatened
Lower Risk Lc Najmniejszej troski

Least Concern

Dane niepetne
Data deficient

DD

Extinct (EX)

I U C N | Extinctin the Wild (EW)

The World Conservation Union Crltlca"y Endangered (CR)

Adequate data) Endangered (EN)
Threat
(Threatened| Vulnerable (VU)

Conservation

Dependent (cd)
e L——————— L ower Risk — Near Threatened (nt)

Least Concern (Ic)

Data Deficient (DD)

Not Evaluated (NE)

Rys. 1. Kategorie gatunkow pod wzgledem zagrozenia i uznanych za wymarte stosowane
w ,,Czerwonej liscie zwierzat ginacych i zagrozonych w Polsce” [Glowacinski, 2002]
— u gory oraz wymienione w ,,1996 IUCN Red List of Threatened Animals” — u dotu

Bardzo gwattowny spadek liczebnosci certy w Polsce przyczynit si¢ do podjgcia dzia-
fan na rzecz ochrony tego gatunku. Pierwsze dane, obejmujace statystyki potowowe, mozna
odnalez¢ w pracy Bontempsa [1955]. Z 342,5 t certy odtowionej w Polsce w 1953 roku war-
to$¢ ta spadia do 268,5 t w 1954 roku i 176,9 t w 1955 roku. Rok po6zniej ilos¢ odlowionych
cert w wodach Zalewu Wislanego, Wisty, Zatoki Gdanskiej, Zatoki Pomorskiej, Zalewu
Szczecinskiego 1 Odry (wraz z Warta) wzrosta nieznacznie, bo do 207,3 t. Jak podaje Wis-
niewolski [2007], po przegrodzeniu rzeki zapora w 1968 roku anadromiczna populacja certy
wislanej znalazta si¢ ma granicy zaglady, a jednoczesne ustgpowanie certy z Odry spowodo-
wato zaklasyfikowanie tego gatunku do grupy krytycznie zagrozonych. Autor ten zwrdcit
rowniez uwage na inne, kompleksowo oddzialujace przyczyny spadku liczebnosci certy, do
ktorych zaliczyt: zanieczyszczenie wod w dorzeczu Odry 1 Wisly, odcigcie, dewastacjg 1 za-
mulanie tarlisk, nadmierne potowy oraz brak akcji zarybieniowych. Mozna uznaé, ze obecnie
gatunek ten zniknal z potowow lub jest traktowany jako przytéw i nie podlega Zadnym sta-
tystykom rybackim. W roku 1981 Vimba vimba zostata wpisana do Czerwonej ksiggi, co po-
zwolito na rozpoczecie prac nad restytucja tego gatunku. Witkowski i inni [2004] podjeli
probe okreslenia dawnego zasiggu certy w dorzeczu Odry, lokalizacji tarlisk i analizy przy-
czyn zaniku tego gatunku w polowach od 1974 roku. Zainicjowanie prac hodowlanych oraz
ciagle zasilanie bardzo nielicznych populacji jest niezbgdne, jesli gatunek ten ma pozostaé
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w polskich wodach [Witkowski i inni, 2001]. Heese [2000] zwrocit szczegdlna uwage na re-
dukcje zasiggu wystepowania certy w dorzeczu Wisty i Odry, ktory zostat ograniczony do
bardzo niewielkich odcinkéw rzek. Powstaty dwa programy restytucji, osobno dla Wisty
1 Odry. W programie dla dorzecza Odry, opracowanym na podstawie projektu restytucji ryb
wedrownych w Polsce przez Sycha [1996], zatozono przywrocenie w polskich rzekach jesio-
tra zachodniego, tososia, troci wgdrownej i certy. W latach 1999-2000 podjeto probe produk-
cji materialu zarybieniowego i restytucji certy w srodkowym dorzeczu Odry [Kleszcz 1 inni,
2001], opierajac si¢ na produktach ptciowych pozyskanych od tarlakéw odtowionych w Bary-
czy 1 Plocicznej. Prace nad kontrolowanym rozrodem certy w dorzeczu Odry, prowadzone
przez Kleszcza 1 Wolnickiego [2002], zaktadaly, ze tarlaki po pozyskaniu gamet ponownie
zostang wpuszczane do macierzystej rzeki.

W tabeli 2 zestawiono wielkosci zarybien certa w dorzeczu Odry w latach 2000-2003.
Jak wynika z podanych wielkosci, material wyprodukowany i wsiedlany od 2000 roku powi-
nien juz wroci¢ na tarto do rzek, do ktorych zostalt wypuszczony. Tu pojawia si¢ pytanie: czy
tak jest w rzeczywistosci? Odpowiedz pozwolitaby oceni¢ stopien efektywnosci akcji zary-
bieniowych. Analizujac przedstawione dane, mozna zauwazy¢, ze ilo$¢ i asortyment materiatu
mocno si¢ miedzy soba réznity w poszczegdlnych latach.

Niestabilnos¢ zarybien pod wzgledem jako$ciowym i iloSciowym ma niewatpliwie
wptyw na ich efekty. Nie znamy tez odpowiedzi na pytanie, czy wpuszczana do rzek ilos¢
materiatu zarybieniowego jest wystarczajaca dla zachowania stabilno$ci populacji certy od-
rzanskiej. W tym celu trzeba wykona¢ symulacjg struktury obecnej i ,,poprzedniej” populacji
w aspekecie jej stabilnos$ci ilosciowe;j 1 jakosciowe;.

Mniej zaawansowany program restytucji wdrozano w dorzeczu Wisty. Byt on oparty
na pozyskiwaniu osobnikdéw z populacji wedrowne;j certy z podkarpackich tarlisk, a nastgpnie
podchowie materialu zarybieniowego. Taki system miat na celu dorazne podtrzymanie we-
drownego stada certy w dorzeczu Wisty [Witkowski i inni, 2004]. Wedhug danych Bartla
(niepublikowanych), program restytucji certy w doplywach srodkowej Odry rozpoczat sig
w 2000 roku, w Odrze i Redze — w 2004 roku, a w Inie 1 Wisle — dopiero w 2007 roku. Plano-
wane efekty obu programow, ze wzgledu na pdzny okres dojrzewania certy, beda widoczne
po 7-10 latach od czasu rozpoczgcia systematycznych zarybien. Wisniewolski i1 inni [2004]
zwrdcili jednak szczegdlng uwage na koniecznos$¢ kontroli genetycznej materialu zarybienio-
wego przez jego poroOwnanie z populacjami certy (nawet szczatkowymi) egzystujacymi
w okreslonych rejonach geograficznych. Jest to istotne przy doborze osrodka zarybieniowego
majacego okreslone stado tarlakow. Pula genowa tego stada powinna by¢ najbardziej zblizona
do puli genowej osobnikow certy tego odcinka dorzecza, do ktérego material ma by¢ wsie-
dlony. W przypadku braku kontroli tzw. czystosci populacyjnej moze si¢ okazac, ze wsie-
dlany material jest tak odmienny genetycznie, ze zamiast integracji z naturalnym poglowiem
certy dojdzie do izolacji stada, co dla utrzymania odpowiedniej liczebnosci populacji jest
zjawiskiem bardzo niekorzystnym. Dane przedstawiajace wielkos$¢ zarybien certa zlewni Wi-
sty w latach 2000-2003 zestawiono w tabeli 3. Rzekg t¢ zarybiano gléwnie wylggiem i na-
rybkiem letnim, natomiast w latach 2002 i 2003 nie prowadzono zarybien.



Tabela 2. Wielkosci zarybien certa w dorzeczu Odry w latach 2000-2003 (Zarzad Gtowny PZW, dane niepublikowane)

Rok I;Zf;l?geﬁi[\?vrgz? S\r;(;fil;a Barycz Widawa Kaczawa Note¢ Flinta Obrzyca Pliszka Gwda Plociczna* Prosna Razem
5000 wyleg podchowany - - - - - - - - - 12 000 - 12 000
narybek jesienny - 250 000 15000 2600 - - - - - 300 - 267 900
Razem 0 250000 15000 2600 0 0 0 0 0 12 300 0 279 900
wyleg podchowany - - - - - - - - - 57 000 - 57 000
2001 narybek letni — 201 524 - - - - - - 20000 - 11400 232924
narybek jesienny 66 500 252000 7153 - - - - - - - - 325653
Razem 66 500 453524 7153 0 0 0 0 0 20000 57000 11400 615577
wyleg podchowany - — 50 000 - - - - - - - - 50 000
2002 narybek letni - 102 000 38 000 - - - - - - - - 140 000
narybek jesienny - 85000 - 10 000 22500 2500 - - 10 000 - 10 000 140 000
Razem 0 187000 88000 10000 22500 2500 0 0 10 000 0 10 000 330000
wyleg podchowany - 180 000 - - - - - - - - - 180 000
2003 narybek letni - 57000 30000 - - - - - - - 44 000 131 000
narybek jesienny 10 000 40 400 - 14600 12000 - 12000 8000 13 000 - - 110 000
dwulatki - 1007 - - - - - - - - 1007
Razem 10000 278407 30000 14600 12000 0 12000 8000 13000 0 44 000 422 007
Ogoélem 76500 1168931 140153 27200 34500 2500 12000 8000 43000 69300 65400 164 7484

% 4,6 71,0 8,5 1,7 2,1 0,2 0,7 0,5 2,6 4,2 4,0

* Materiat zarybieniowy certy rezydentalnej [Hliwa, 2001].
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Tabela 3. Wielkos¢ zarybien certa zlewni Wisty w latach 2000-2003 [Mielcarski, Zarzad
Glowny PZW, dane niepublikowane]

Rodzaj materiatu

Rok ) Miejsce zarybienia Hos¢ [szt.]
zarybieniowego
2000 wyleg/narybek letni Olsztyn 1100
narybek Olsztyn 11 300
2001 wyleg/narybek letni Lomza, Olsztyn 55 000
2002 brak zarybien
2003 brak zarybien

1.2. Metody genetyczne wykorzystywane w badaniach populacyjnych ryb
ze szczeg6lnym uwzglednieniem analizy cytochromu b (cyt. b)

Genetyka populacyjna jest jedna z wielu dziedzin genetyki, ktora w ostatnich czasach
rozwija si¢ bardzo dynamicznie. Wykorzystuje si¢ w niej nowe techniki molekularne i cyto-
genetyczne, pozwalajace na okre§lanie zmiennosci genetycznej nie tylko miedzy réznymi
populacjami, ale takze roznic migdzyosobniczych, utatwiajacych systematyzowanie grup lo-
kalnych zwierzat w stada, rasy lub linie. W przypadku ryb ma to szczegélne znaczenie.
Mozna bowiem dzisiaj bada¢ zaleznos$ci filogenetyczne migdzy grupami ryb i opisywac ga-
tunki zaréwno bardzo stare, zyjace na ziemi od setek milionow lat (np. Chondrostei), jak i te,
ktore wyksztalcily si¢ zupelnie niedawno (np. z rzgdu Perciformes). Oznacza to, ze mamy do
dyspozycji zarowno bardzo zakonserwowane uktady genéw, jak i ,.$wieze”, ktore pozwalaja
uchwyci¢ nie tylko tempo zmian w obregbie genomu gromady ryb, ale takze okresli¢ kierunek
ich ewolucji.

Obecnie bardzo szeroko wykorzystywane sa badania cytogenetyczne, czyli takie,
w ktorych materialem do analizy populacji sa chromosomy ryb. Wielu badaczy, analizujac
liczbe 1 morfologi¢ chromosoméw, okresla zréznicowanie migdzy gatunkami bardzo podob-
nymi morfologicznie, a takze okredla tzw. chromosomy markerowe dla poszczeg6lnych po-
pulacji. Badania Boron [2001], prowadzone na rybach z rodzaju Cobitis, wskazuja na mozli-
wos¢ wykorzystania wzoréw chromosomowych do opisania procesu powstawania form poli-
ploidalnych u ryb. Autorka ta opisata bardzo interesujace zjawisko, polegajace na wystgpo-
waniu w komorkach (narzadach, tkankach) ryb réznej liczby chromosomow (tzw. formy mo-
zaikowate). Jest to bardzo istotne dla badan taksonomicznych ryb, poniewaz liczba chromo-
somow tworzaca tzw. kariotyp jest wazna cecha cytotaksonomiczna. Na podstawie liczby par
chromosomow homologicznych w komorkach ustala si¢ réwniez przynalezno$¢ gatunkowa
ryb. Bardzo wazna rol¢ odgrywaja tzw. chromosomy markerowe, czyli takie, ktore wykazuja
cechy specyficzne, pozwalajace okresli¢ przynalezno$¢ do grup taksonomicznych ponizej
gatunku biologicznego. Do takich cech zaliczamy np. obecno$¢ obszaréow jaderkotworczych
(NOR - nucleus organizer region), czyli tzw. przewgzen wtornych, obecnych tylko na niekto-
rych chromosomach. Jankun [2001] do tworzenia map cytogenetycznych dla ryb z rodzaju
Coregonus wykorzystuje lokalizacje obszarow organizujacych jaderka (NOR) celem okresle-
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nia tempa 1 kierunku ewolucji sekwencji u wybranych gatunkéw. Autorka ustalajac lokaliza-
cj¢ NOR na trzech chromosomach (9, 10 i 11) zawsze obecnych w komoérkach siei, sielawy
1 pelugi, proponuje zakwalifikowac te cechy jako marker dla ryb z rodzaju Coregonus, odzie-
dziczony po najblizszym wspdlnym przodku. Badania na poziomie chromosoméw w istotny
sposob uzupetiaja charakterystyke morfologiczna lub biometryczng poszczegdlnych gatun-
kéw czy populacji ryb. W Czechach od lat prowadzone sa prace nad optymalizacja metod
analizy chromosoméw u ryb. Badania w obrebie rodzaju Vimba [Rabova i inni, 2003] przy-
czynily si¢ do ustalenia homogennos$ci cytogenetycznej migdzy podgatunkami Vimba vimba
1 Vimba elongata, pochodzacymi z rzek na terenie Czech i1 Niemiec. Diploidalny garnitur
chromosomow dla certy (Vimba vimba) po raz pierwszy opisata Rudek [1974]. Badania wy-
konano na osobnikach pochodzacych z wylggarni ryb w Goleniowie. Tarlaki certy pochodzity
z rejonu Morza Baltyckiego, do badan za$ wykorzystano $ledziong, jelito i skorg. Na mate-
riale tym po raz pierwszy w Polsce ustalono diploidalny garnitur chromosomowy dla gatunku
Vimba vimba vimba L. Wynosi on 2n = 50, przy czym przynalezno$¢ chromosomowa posz-
czegllnych par ustalano na podstawie systemu identyfikacji chromosoméw opracowanego
przez Levana. Na tym samym materiale Rudek [1974] ustalita réwniez system determinacji
plci u certy (samice XX, samce XY).

Ograniczeniem w badaniach cytogenetycznych jest konieczno$¢ dostgpu do zywego
materialu, co w przypadku porownywania populacji z odlegtych rejondéw geograficznym jest
utrudnieniem, poniewaz transport zywych ryb z dalekich regionéw jest czasami niemozliwy.
Ograniczenia te dotycza rowniez gatunku bedacego przedmiotem niniejszej pracy, poniewaz,
jak powszechnie wiadomo, certa jest gatunkiem bardzo wrazliwym zar6wno na transport, jak
1 na wszelkiego rodzaju manipulacje. Biorac pod uwage konieczno$¢ uchwycenia podziatow
komoérkowych w stadium metafazy (tylko w tym momencie podczas catego cyklu zycia ko-
morki uwidocznione sa chromosomy), u ryb stosuje si¢ tzw. kolchicynowanie, co znacznie
zwigksza liczbe mozliwych do uchwycenia metafaz. Wynika to z tego, ze kolchicyna (pozys-
kiwana z nasion ziemowita jesiennego — Colchicum autunale) jest zwiazkiem z grupy alkalo-
1dow, ktéry zatrzymuje podziat komoérki whasnie w stadium metafazy, gdyz wptywa na zaha-
mowanie formowania si¢ wrzeciona kariokinetycznego, co uniemozliwia rozejscie si¢ chro-
mosomoéw. Duzym ograniczeniem jest réwniez wielko$¢ chromosomow (2-5 um), ktora po-
woduje, ze analiza obrazu jest bardziej pracochtonna niz na przyktad u ptazéw, majacych
chromosomy o wielko$ci nawet 60 um [Jankun, 2004].

Wykorzystanie badan cytogenetycznych do oceny stabilnosci populacji ryb jest nie-
watpliwie bardzo istotne, gdyz umozliwiaja one identyfikacj¢ chromosoméw markerowych,
charakterystycznych nie tylko dla danego gatunku, ale roéwniez dla poszczegélnych osobni-
kéw. W akwakulturze metoda ta mozna réwniez oznaczy¢ hybrydy lub potwierdzi¢ obecnosé
w populacji osobnikow o zwielokrotnionym garniturze chromosomowym. Jest ona skuteczna
w ocenie genotoksycznego dziatania niektdrych zwiazkow, takich jak na przyklad zielen ma-
lachitowa, ktéra w akwakulturze jeszcze do niedawna byta dopuszczona jako srodek ochrony
ryb przed pasozytami zewngtrznymi [Kempter 1 inni, 2004].

Inng metoda, coraz czesciej stosowana, polegajaca na analizie produktu (wyizolowa-
nego DNA) po reakcji PCR, jest analiza polimorfizmu diugosci fragmentow restrykcyjnych
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(PCR-RFLP). Polega ona na powieleniu fragmentu poszukiwanego genu do kilku tysigcy ko-
pii poza organizmem zywym. Jest to mozliwe dzigki zastosowaniu pary komplementarnych
starterow reakcji, czyli krotkich fragmentéw nukleotydowych, syntetycznie pozyskanych,
ktorych sekwencja jest skonstruowana na podstawie sekwencji amplifikowanego genu.
W metodzie RFLP jako narzgdzie do analizy fragmentu amplifikowanego genu wykorzystuje
si¢ enzymy restrykcyjne, ktore maja mozliwos$¢ cigcia DNA na fragmenty w $cisle okreslo-
nych, specyficznych miejscach. Otrzymane po trawieniu fragmenty sa rozdzielane na zelu,
dajac wzor prazkowy (restryktrogram), charakteryzujacy danego osobnika. W ten sposob
mozliwe jest wykrycie substytucji, czyli mutacji punktowych, polegajacych na wymianie po-
szczegolnych nukleotydow we fragmencie analizowanego genu. Kazdy analizowany osobnik
(proba), u ktérego zaszla mutacja, jest oznaczony innym niz wigkszo$¢ osobnikéw w badanej
populacji wzorem restrykcyjnym, co bgdzie podstawa do sekwencjonowania tego wariantu
genu. Wykorzystanie metody PCR-RFLP w ichtiologii jest coraz powszechniejsze [Brzuzan,
1996; Aranishi i inni, 2005; Akasaki 1 inni, 2006] ze wzgledu na jej czuto$¢ oraz ilos¢ po-
trzebnego materiatu wyjsciowego (wystarczy skuteczne wyizolowanie jednej kopii DNA).

Chcac uzyska¢ dane dotyczace zmiennosci migdzypopulacyjnej na poziomie struktury
genu, coraz czg$ciej] wykonuje si¢ sekwencjonowanie pozyskanych fragmentéw. Metoda ta
pozwala okresli¢ kolejnos¢ nukleotydow w badanym fragmencie DNA [Stomski, 2004]. Na
podstawie badan reprezentatywnej liczby osobnikow danej populacji ustalane sa sekwencje
materiatu genetycznego organizmow modelowych, co pozwala na poznanie struktury i funkcji
kwasu deoksyrybonukleinowego, ktory dla genetykdéw jest nadal zbyt malo znany. Na pod-
stawie sekwencji poszczegdlnych gatunkow lub populacji skonstruowano baze¢ danych
(NCBI), w ktorej opublikowano wszystkie dotychczas pozyskane sekwencje. W przypadku
ryb baza ta jest zrodlem informacji pozwalajacej poréwnac otrzymane dane z danymi dla tego
samego gatunku bez konieczno$ci pozyskiwania materialu biologicznego z odlegtych geogra-
ficznie rejondéw (towisk). W latach 2002-2004 przeprowadzono analiz¢ restrykcyjna dla wy-
branych, polskich populacji siei (Coregonus lavaretus), analizujac fragment genu ND-1, na
ktoérego podstawie scharakteryzowano dziewig¢ haplotypow w obrebie gatunku [Kohlmann
11inni, 2005]. Analiza pozyskanych restryktrogramoéw pozwolita na oceng stanu czystosci ga-
tunkowe;j siei pochodzacych z o§miu jezior potozonych na terenie Polski PoInocne;j. Ustalenie
haplotypow, czyli wzorow restrykcyjnych, z wykorzystaniem od kilku do kilkunastu enzy-
moéw restrykeyjnych jest narzedziem powszechnie stosowanym do okreslenia zréznicowania
wewnatrzgatunkowego ryb [Jurczyk i Brzuzan, 2004; Kapusta i Ciesielski, 2004]. Koniecz-
nym elementem, gwarantujacym poprawne okreslenie odrgbnosci pozyskanych haplotypow,
jest poddanie ich ,,przedstawicieli” sekwencjonowaniu. Daje to wowczas pewnos$¢, ze otrzy-
mane po trawieniu produkty sa elementami sktadowymi wcze$niej powielonego genu. We-
dhlug Browna [2001] nieprawidlowo, czgsto zamiennie sa uzywane okreslenia ,,allel” i ,,hap-
lotyp”. Wynika to z tego, ze allel jest forma sekwencji pojedynczego genu, haplotyp za$ zbio-
rem alleli z r6znych genow, ktore bardzo czgsto sa wspodlnie dziedziczone z powodu bliskiego
potozenia na nici DNA (rys. 2).
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Rys. 2. Graficzne zdefiniowanie haplotypu [wedlug Browna, 2001]

1.2.1. Analiza genu cytochromu b

Na szczegblna uwage zastuguje metoda analizy sekwencji genu odpowiedzialnego za
syntez¢ cytochroméw w komorce. Cytochromy sa to biatka zawierajace hem jako grupg pro-
stetyczna, ktore funkcjonuja jako przenosniki jednoelektronowe, tatwo ulegajace utlenianiu
1 redukc;ji.

Cytochrom b (cyt. b), (reduktaza ubichinol-cytochrom-c), wystgpuje w mitochon-
driach zwierzat, roslin i drozdzy: cyt. b; — u bakterii, b, — u drozdzy, b; — w mikrosomach
niefotosyntetyzujacych roslin, bs — w mikrosomach komoérek zwierzecych, bg i by — u roslin
[Rozniatowski, 1981].

Z powodu obecnosci zelaza cytochromy maja brazowa barwe, stad ich nazwa po
grecku chroma oznacza kolor, dawniej byly nazywane takze heminami komorkowymi [Mina-
kowski, Weidner, 1998]. Przypuszcza sig, ze pierwszy cytochrom powstal okoto dwoch mi-
lionéw lat temu, a geny, ktore sa odpowiedzialne za kodowanie biatek cytochromu, od tego
czasu byly powolnie modyfikowane. Cytochromy to pierwsza grupa biatek, dzigki ktorym
sekwencja aminokwasow pozwolila na skonstruowanie drzewa ewolucyjnego [King i inni,
2006]. Obecnie badania nad zmienno$cia w obrgbie genu odpowiedzialnego za synteze cyto-
chromu b u ryb sa wykorzystywane przede wszystkim do szacowania ich powiazan filogene-
tycznych [Hsieh 1 Hwang, 2004; Kartavtsev 1 inni, 2007], badania zywnosci przetworzonej
pod katem zawartosci deklarowanego na opakowaniu gatunku ryby [Pancorbo i inni, 2004,
Akasaki i inni, 2006, Pepe 1 inni, 2007], identyfikacji gatunkéw [Parson i inni, 2000, Prusak,
Grzybowski, 2004] lub okreslania pochodzenia sladow biologicznych zwierzat i ludzi [Prusak
1 inni, 2005].

Okreslajac zaleznos$¢ filogenetyczna u ryb, analiz¢ sekwencji cyt. b wykorzystuje si¢
gtownie do uzupetienia danych morfologicznych [Cunha i inni, 2002] lub do oceny stopnia
pokrewienstwa miedzy poszczegdlnymi grupami ryb, ktorych wystgpowanie jest ograniczone
do waskiego rejonu geograficznego [Freyhof i1 inni, 2005]. W badaniach zmienno$ci na po-
ziomie miedzygatunkowym definiowano gatunki morszczukéw wprowadzanych na teren
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Czech [Hubalkova i inni, 2009] i weggorzy szklistych, ktorych cena rynkowa w zaleznos$ci od
gatunku jest mocno zréznicowana [ Trautner, 2006].

Zmienno$¢ w obregbie gatunku analizowana na podstawie sekwencji genu cyt. b byta
przedmiotem badan Chenga i innych [2008]. Dokonujac analizy nukleotydowej fragmentu
genu cyt. b, ocenili zmienno$¢ trzech populacji w obrgbie gatunku Coilia mystus (przedstawi-
ciel rodziny $ledzioksztattnych). Populacje reprezentowaly ryby zasiedlajace odizolowane
wody estuariowe na terenie Chin. Obecnie coraz cz¢séciej podejmowane sa proby oceny sta-
bilnosci genetycznej ryb dzikich i hodowlanych reprezentujacych ten sam gatunek [Kubota i
Watanabe, 2003]. Wykorzystanie genu cyt. b [Watanabe 1 inni, 2009] pozwolito na oceng
struktury dzikich i zagrozonych populacji ryb stodkowodnych, ktére dla ich odtworzenia byty
przetrzymywane w zamknigciu. Wymienione mozliwosci, ktore daje uliniowana sekwencja
genu, odpowiedzialnego za syntez¢ cytochromow w komorce, pozwalaja sadzi¢, ze ten rejon
DNA jest wlasciwa cze$cia genomu, umozliwiajaca prowadzenie badan na poziomie gatunku,
populacji i genu u ryb [Kartavtsev i Lee, 2006].

Majac do dyspozycji opisany warsztat badawczy stosowany w ichtiologii, mozna
stwierdzi¢, ze oprocz metod biometrycznych czy morfometrycznych jest wiele narzedzi poz-
walajacych okresli¢ status gatunkowy ryb z uwzglednieniem zrdéznicowania w obrgbie bada-
nego gatunku lub populacji. Ze wzgledu na fakt, ze cytochrom powstat okoto dwoch milio-
néw lat temu, a geny, ktore sa odpowiedzialne za kodowanie bialek cytochromu od tego czasu
byty powolnie modyfikowane, wtasnie te biatka postuzyly do skonstruowania pierwszego
drzewa ewolucyjnego [King i inni, 2006]. Potwierdzona skuteczno$¢ i mozliwo$¢ wykorzys-
tania w genetyce populacyjnej ryb analizy sekwencji genu cyt. b [Katravtsev i Lee, 2006]
sktonita autorke do wyboru wilasnie tej metody badawczej w niniejszej pracy.






2. Cel pracy

Certa, bedaca jednym z gatunkéw ujetych w krajowym programie restytucji ryb dwu-
srodowiskowych, wymaga stworzenia genetycznej bazy danych. Umozliwi ona identyfikowanie
poszczegdlnych populacji 1 pozwoli na analiz¢ poréwnawcza populacji z odlegtych rejonéw
geograficznych, ze szczegdlnym uwzglednieniem ich wzajemnych relacji filogenetycznych.

Majac na wzgledzie konieczno$¢ ochrony gatunku Vimba vimba, jako gtowne zadania
pracy przyjeto:

— okres$lenie 1 scharakteryzowanie haplotypéw wybranych populacji certy poprzez
analize restrykcyjna,

— oszacowanie dywergencji migdzy poszczegolnymi populacjami na podstawie ana-
lizy sekwencji fragmentu genu cyt. b,

— wskazanie fragmentu genu cyt. b przydatnego w konstrukcji primeréw do rozroz-
niania poszczeg6lnych populacji certy,

— ustalenie poziomu réznorodnos$ci biologicznej badanych populacji certy w kontekscie
ich przydatnosci do utworzenia stada tartowego 1 wykorzystania jako zywego banku genow,

— wskazanie populacji z terenu objgtego badaniami, ktére mogtyby by¢ potencjalnym
zrddlem pozyskiwania tarlakow do utworzenia stabilnego genetycznie stada tartowego.






3. Material i metody
3.1. Ryby

Ryby do badan (tab. 4) pochodzity z 16 stanowisk. Polskie wody reprezentowane byty
przez certy pochodzace z Wisly, Regi, Baryczy, Parsgty, Noteci, Zalewu Szczecinskiego
i Jeziora Ostrowieckiego (rys. 3a). Osobniki tego gatunku, pochodzace z pozostalych krajow
europejskich (rys. 3b), pozyskano z rzeki Jihlavy (Czechy), jeziora Traunsee (Austria), rzek
Dunaj i Eder (Niemcy), Morza Baltyckiego — Zalew Kuronski (Litwa), rzek Kolpy (Stowe-
nia), Biiyliik Menderes (Turcja) oraz Pirity (Estonia). Lacznie do analizy genetycznej wyko-
rzystano DNA wyizolowane ze 137 osobnikéw pochodzacych z 16 miejsc odlowu, zlokali-
zowanych w o$miu krajach europejskich.

Ryby pozyskane do badan konserwowano alkoholem etylowym (75%), mrozono lub,
jesli byto to mozliwe, dostarczano do laboratorium zywe. W niektorych przypadkach materiat
biologiczny stanowila cata ryba, w wigkszosci byly to jednak skrawki migsni lub pletw.
Z Estonii materiatem wyjsciowym do badan bylo wyizolowane DNA w ilosci 50 pl. Ze
wzgledu na utrudniony dostgp (populacje z odleglych rejondw) materiat czgsto pochodzit ze
zbiorow instytutow badawczych, uczelni lub osrodkow PZW. Z tego powodu nie podano daty
odtowu/pozyskania materiatu poszczegdlnych prob.

Rys. 3a. Lokalizacja rodzimych badanych populacji certy; 1 — Wista, 2 — Rega, 3 — Barycz,
4 — Parseta, 5 — Note¢, 6 — Zalew Szczecinski, 7 — Jezioro Ostrowieckie
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Rys. 3b. Miejsca pochodzenia prob poza Polska: A — Austria (Traunsee), B — Niemcy (Dunaj,
Eder), C — Litwa (Morze Baltyckie, Zalew Kuronski), D — Stowenia (Kolpa), E —
Turcja (Biiyiilk Menderes), F — Estonia (Pirita)

3.2. Metodyka badan

Wszystkie analizy laboratoryjne zostaly wykonane przez autork¢ w Instytucie Ekolo-
gii Wod i Rybactwa Srodladowego (Institut fiir Gewisserokologie und Binnenfischerei)
w Berlinie. Ze zgromadzonych osobnikoéw certy wyizolowano DNA i zamplifikowano frag-
ment genu cyt. b. Wszystkie proby poddano analizie restrykcyjnej z wykorzystaniem trzy-
nastu enzymow. Po przeprowadzeniu elektroforezy zelowej, procedury oczyszczenia i po-
wielenia uzyskanego produktu PCR dwoch fragmentéw genu, probki poddano sekwencjono-
waniu. Lacznie reakcj¢ izolacji wykonano 168 razy, poniewaz niektore proby musiaty mieé
powtorzona procedure ze wzgledu na zbyt mata ilos¢ pozyskanego DNA. Analiz¢ restryk-
cyjna przeprowadzono trzynastoma enzymami na probach ze 137 osobnikéw (tacznie 1880
razy). W niektorych przypadkach trawienie powtdrzono, aby potwierdzi¢ nowo pozyskane
wzory restrykcyjne. Sekwencjonowaniu poddano tacznie 122 pojedyncze sekwencje (61 1FR
i 61 2FR), ktore reprezentowaly osobniki certy zrdéznicowane pod wzgledem pozyskanych
wzordw restrykcyjnych. Do oceny pozyskanych haplotypéw ostatecznie wykorzystano ana-
liz¢ porownawcza 28 kompletnych sekwencji nukleotydowych.



Tabela 4. Charakterystyka prob certy

Kraj Populacja N;iglejry osI(;lljilzii?')w Forma pozyskanego materiatu Zrédto
Polska Wista 1-10 10 sprowadzone jako zywe Jacek Wolnicki, Instytut Rybgctwa Srédladowego
w Olsztynie
Polska Wista 116-125 10 cale ryby v;zllzg}-l;())rlicentowym Aleksander Syguta, Osrodek Hodowli Ryb w Ostrotgce
Polska Rega 11-34 24 sprowadzone jako zywe Jarostaw Szysz, Osrodek Zarybieniowy w Goleniowie
Polska Barycz 35-38 4 cate ryby V;/llzgl—lp;rlzcentowym Rybacka Stacja Doswiadczalna w Nowym Czarnowie
Polska Parsgta 3944 6 skrawki pletw Stawomir Potomski, PZW w Koszalinie
w 75-procentowym alkoholu
Polska Noted 4648 3 skrawki ptetw Marek Raczkowski, Osrodek Hodowli Pstraga
w 75-procentowym alkoholu w Kuzniczce
Polska Zalew Szczecinski 49-55 7 cate ryby zamrozone Andrzej Kowalik, Baza Rypacka —»CERTA
w Trzebiezy
Polska Jezioro Ostrowicckic 56-65 10 cate ryby w 75-procentowym Piotr Hliwa, Uniwersytet Warminsko-Mazurski
alkoholu w Olsztynie
. g cate ryby w 75-procentowym Jitka Hamackowa, Uniwersytet w Czeskich
Czechy rzeka Jihlava 66-75 10 alkoholu Budziejowicach, Vodniany, Czechy
Austria Tezioro Traunsee 76-87 12 skrawki migsni Barbara Lahnsteiner, Austriacka Akademia Nauk
w 75-procentowym alkoholu w Mondsee
Niemcy skrawki migsni . N . .
(Passau) rzeka Donau 88-94 7 w 99-procentowym alkoholu Martin Brindle, Uniwersytet w Marburgu, Niemcy
. rzeka Eder (zlewnia rzeki skrawki migs$ni . " . .
Niemcy Wesery) 95-102 8 w 99-procentowym alkoholu Martin Briandle, Uniwersytet w Marburgu, Niemcy
Litwa Smietina, Karklinirkas, Morze 103-112 10 skrawki migsni Jurij Maksimov, Instytut Rybactwa w Klajpedzie,
Baltyckie/Zalew Kuronski w 75-procentowym alkoholu Litwa
. . 3 skrawki ptetw Jorn Freyhof, Instytut Ekologii Wod i Rybactwa
Slowenia  rzeka Kolpa (zlewnia Sawy) 13-114 2 w 75-procentowym alkoholu Srodladowego w Berlinie, Niemcy
Turcja - skrawki ptetw Jorn Freyhof, Instytut Ekologii Wod i Rybactwa
(Izmir) rzeka Bityik Menderes 15 ! w 75-procentowym alkoholu Srédladowego w Berlinie, Niemcy
Estonia rzeka Pirita (rzeka przymorska 126-138 13 wyizolowane DNA (50 ul) Riho Gross, Uniwersytet Nauk Przyrodniczych

Morza Battyckiego)

w Tartu, Estonia
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3.2.1. Izolacja DNA i elektroforeza testowa

Do badan wykorzystywano pobierany w sterylnych warunkach skrawek ptetwy lub
migéni o masie ok. 30 mg, ktéry rozdrabniano 1 umieszczano w probdéwkach o objetosci
1,5 ml. Izolacj¢ DNA przeprowadzano za pomoca zestawu do izolacji DNA z eukariotycz-
nych komorek i tkanek (E.Z.N.A.® Tissue DNA Mini Kit, PeqLab Biotechnology, Niemcy).
Rozdrobniona tkanke zalewano buforem TL (200 ul) i proteaza K (25 pl). Cato$¢ inkubo-
wano w temperaturze 55°C przez minimum 3 h w termomikserze Eppendorf COMPACT.
W zaleznosci od tempa lizy w niektorych przypadkach czas inkubacji wydtuzano nawet do
11 h (bardzo odporne na dziatania proteazy okazaty si¢ twarde promienie ptetw). Po przepro-
wadzeniu lizy tkanek do kazdej probowki dodawano 220 pl buforu BL, po czym materiat
mieszano 1 przez 10 min inkubowano w temperaturze 70°C. Do kazdej probéwki dodawano
220 pl etanolu absolutnego, a cata zawarto$¢ probowki mieszano (Vortexer Genie-2, Roth).
Kolejnym etapem izolacji DNA bylo przelewanie zawarto$ci na kolumny wiazace DNA,
a probowke wraz z kolumng wirowano z predkoscia 8000 obr./min przez minut¢ (Eppendorf
5415R). Po zwigzaniu DNA na kolumnie usuwano ptyn pozostaty po odwirowaniu. Nastgpnie
kolumny przekladano do nowych probowek i rozpoczynano proces wymywania DNA ze
ztoza. W tym celu na kazda kolumng nanoszono 750 pl buforu wyplukujacego, po czym ca-
tos¢ wirowano z predkoscia 8000 obr./min przez minutg. Przesaczony przez kolumneg super-
natant usuwano. Czynno$¢ plukania powtarzano, a nast¢pnie rozpoczynano etap suszenia.
W tym celu kolumny osadzano w nowych probdéwkach o pojemnosci 1,5 ml 1 wirowano
z predkoscia 14 000 obr./min przez 2 min. Po wyjeciu proboéwek rozpoczynano proces elucji,
czyli wymywania DNA ze ztoza. Polegal on na przeptukiwaniu buforem elucyjnym (EL) osu-
szonej kolumny ze zwiazanym DNA, a nastgpnie wirowaniu z predkoscia 8000 obr/min przez
3 min. Byt to ostatni etap, w ktorym nastapito uwolnienie skoncentrowanego DNA. Pozys-
kany w ten sposob material opisywano kolejnym numerem proby i przechowywano w tempe-
raturze —80 °C do czasu dalszych analiz.

Celem sprawdzenia skutecznosci izolacji kazda probg poddawano testowej elektrofo-
rezie przez natozenie 5 pl skoncentrowanego DNA wraz z barwnikiem obciazajacym
(6xLoading Dye, Fermentas, Niemcy) na zel agarozowy (1,7%). Obecnos¢ DNA potwier-
dzano przez jego wizualizacj¢ w $§wietle UV w procesie interkalacji z bromkiem etydyny
(BIO-1D Analysis Software).

3.2.2. Lancuchowa reakcja polimerazy (PCR)

Reakcje PCR fragmentu nukleotydowego przeprowadzano na podstawie komplemen-
tarnych starterow (rys. 4). Do badan wykorzystano parg starteréw dla kompletnej sekwencji
genu cyt. b (L15267 1 H16526) opublikowanych przez Briolay i innych [1998]. Wprowa-
dzono dodatkowa pare primerow wewngtrznych oznaczonych symbolami VimbalR
1 Vimba2F, ktore pozwolity na amplifikacj¢ genu cyt. b w dwoch niezaleznych fragmentach.

Na podstawie dwoch amplifikowanych fragmentéw o dtugosci 695 pz i 721 pz pozys-
kano wspolny odcinek, tzw. overlapping, o dtugosci 116 pz, ktory wskazal miejsce taczenia
si¢ obu fragmentow.
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Cyt b facznie (~1300 bp)
Primer Vimba 1 (L = 15267) Primer Vimba 2 (= H 16526)

Fragment 1 (~695)
Vimba 1 Vimba 1R (= TATCCGCGTCGGAGTTTAAT)

Fragment 2 (~721)
Vimba 2F (= CTTCGCATTCCACTTCCTTC)

Rys. 4. Schemat dziatania dwdch par primerow dla certy (sekwencja wyjSciowa jest gen cyt. b)

W tabeli 5 przedstawiono charakterystykg starterow skonstruowanych dla Cyprinidae,
na podstawie kompletnej (1300 pz) sekwencji genu cyt. b zawierajacego tRNA-Thr 1 czgs¢
tRNA-Glu i tRNA-Pro [Chang i inni, 1994].

Tabela 5. Molekularna charakterystyka starterow syntetyzowanych przez firm¢ Biomers.net

Symbol . s s . Wielkos¢
starteru Sekwencja (5’—3) Referencja produktu
Vimbal AAT GAC TTA AAG AAC CACCGT  Changi inni, 1994
695
VimbalR ~ TAT CCG CGT CGG AGT TTA AT _ Kempter bz
(niepublikowane)
Kempter

Vimba2F CTT CGC ATT CCA CTT CCT TC . .
(niepublikowane) 721pz
Vimba2 CTT TGG GAG YYR RGG GTG RGA  Chang i inni, 1994

Reakcje PCR prowadzono na probce o objetosci 50 ul. Aby zminimalizowac efekt pa-
rowania podczas podgrzewania proby, w termocyklerze zastosowano olej mineralny. Parowa-
nie probki obniza efektywno$¢ procesu amplifikacji i jest przyczyna powstawania niespecy-
ficznych produktéw, jakimi najczesciej sa spolimeryzowane startery.

Do sporzadzania mieszaniny reakcyjnej (Master Mix) stosowano wolnag od DNA-z
1 RNA-z wodg przeznaczona do biologii molekularnej (ultra PURE, Life Technologies) oraz
olej mineralny (M5904, SIGMA). Podstawa mieszaniny byta termostabilna polimeraza Taq
(Fermentas, Niemcy) izolowana z bakterii Thermus aquaticus. Sktad iloSciowy mieszaniny
zestawiono w tabeli 6.

Polimerazg¢ Taq przygotowywano, rozcienczajac ja w wodzie DEPC w stosunku odpo-
wiednio 0,2 ul i 19,8 pl. Zastosowana do reakcji PCR mieszanina sktadala si¢ z 20 ul Master
Mizx, 20 pl roztworu polimerazy 1 10 pl skoncentrowanego DNA.
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Tabela 6. Sktad mieszaniny reakcyjnej (Master Mix)

Sktadnik 1o$¢ [ul]
Woda 5.5
(NH4),SO4 5,0
dNTP 2,5
MgCl, 5,0
Starter F 1,0
Starter R 1,0
Polimeraza 20
Matryca DNA 10
Olej 15

Poszczegblne etapy reakcji PCR przebiegaly zgodnie z nastgpujacym profilem ter-
micznym:

— wstepna denaturacja — 95°C przez 3 min,

— denaturacja — 95°C przez 30 s,

— przytaczanie starterow — 55°C przez 30 s,

— reakcja polimeryzacji — 72°C przez 60 s,

— koncowe wydtuzanie — 72°C przez 3 min,

— schtodzenie probowek do 4°C.
Etapy 2-4 powtarzano 34 razy (p¢tla PCR), co pozwolito na uzyskanie satysfakcjonujacej
ilosci DNA. Reakcjg przeprowadzano w termocyklerze Mastercycler Gradient (Eppendorf).

3.2.3. Elektroforeza zelowa

Do rozdziatu elektroforetycznego produktu PCR wykorzystano aparat PowerPack™
Basic (BioRad) i 1,7-procentowy zel agarozowy (Agaroza plus, PRONA), zanurzony w 80 ml
buforu TBE (Fermentas, Niemcy) z dodatkiem 3 pl bromku etydyny (Roth). Zastosowano
marker wielkosci GeneRuler 100 pz Ladder Plus (Fermentas, Niemcy). Elektroforeza zacho-
dzita w jednokrotnie st¢zonym buforze TBE przez 60 min przy napigciu 120 V i natgzeniu
45 mA. Do analizowania Zeli uzywano aparatu generujacego promienie UV. Szacowanie
wielkosci pozyskanych produktéw PCR prowadzono za pomoca programu BIO-1D Analysis
Software Elektrophoresis Images (Vilber Lourmat), pozwalajacego na obrobke i katalogowa-
nie zdjec.

3.2.4. Analiza restrykcyjna (PCR-RFLP)

Pozyskany produkt PCR poddano trawieniu z wykorzystaniem trzynastu enzyméw
restrykcyjnych (Fermentas, Niemcy). Dla kazdego produktu wstepnie przeprowadzono wirtu-
alne trawienie. Uzyto do tego referencyjnej sekwencji catego genu cyt. b pozyskanej
z GenBanku (AY026404) i programu Webcutter 2.0 (http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/). Li-
tera A oznaczono wzor restryktrogramu pozyskany na podstawie trawienia sekwencji referen-
cyjnej. Kolejnymi literami (B, C itd.) opisywano wzory restrykcyjne roézniace si¢ liczba lub
wielkoscia prazkow. W ten sposob badane osobniki zostaty zaklasyfikowane do odpowied-
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niego haplotypu. Wszystkie haplotypy scharakteryzowano na podstawie kompilacji wynikow
uzyskanych z trawienia 13 enzymami. Charakterystyke wykorzystanych enzyméw przedsta-
wiono w tabeli 7.

Tabela 7. Charakterystyka restryktaz zastosowanych do analizy genu cyt. b (za pomoca programu
Webcutter 2.0; (http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/)

Oczekiwane miejsca

Enzym ixﬁgig?t;rg) Sekwencja (5'—3") kagilolg(e)ivy (Webcégaz 20
Eco 471 (Avall) 37 G|GACC 836 101, 870
BsuRI (Haelll) 37 GG|CC 151 154,302, 1052

Hinfl 37 G|JANTC 801 230, 488, 1010
Rsal 37 GT|AC 1121 brak miejsca cigcia
Alul 37 AG|CT 11 brak miejsca cigcia
Mbol 37 IGATC 811 313, 844

Hpall 37 C|CGG 511 569,626

Hin6I (HinP1) 37 G|CGC 481 47,295,572
Taql 65 T|CGA 673 56,237
Xbal 37 T |CTAGA 681 brak miejsca cigcia
Ssil 37 CICGC 1791 185, 500, 646
Sspl 37 AAT|ATT 1522 78, 342
Fokl 55 GGATGNN| 12214 1065, 1112

W celu efektywnego strawienia fragmentu genu cyt. b ustalono nastepujacy sktad mie-
szaniny reakcyjnej: 1,5 ul buforu (odpowiedniego dla kazdego enzymu), 3,2 ul H,O (DEPC)
oraz 0,3 pul enzymu. Do 5 pl mieszaniny dodawano 10 pl produktu PCR, co pozwalato na
uzyskanie lacznej objetosci probki — 15 ul, ktéra poddawano trawieniu w termobloku
(Eppendorf). Po trawieniu pozyskane fragmenty DNA poddawano elektroforezie na zelu aga-
rozowym wedlug metodyki analogicznej do elektroforezy po reakcji PCR (rozdz. 3.2.3.).

Pozyskane wzory restrykcyjne poddawano analizie przez odczytywanie wielkos$ci
fragmentow i porownywanie do wzorca okreslonego jako haplotyp A.

3.2.5. Sekwencjonowanie fragmentu genu cytochromu b

Wyizolowany w wyniku reakcji PCR fragment genu cyt. b o wielkosci 1300 pz pod-
dano sekwencjonowaniu, rozdzielajac go uprzednio na dwa fragmenty. Pierwszy byt ograni-
czony starterami Vimbal i Vimba 1R, a drugi — starterami Vimba 2F i Vimba 2. Kolejnym
etapem bylo oczyszczanie pozyskanych fragmentow z zastosowaniem zestawu E.Z.N.A. ®
CYCLE-PURE, Classic-Line (PeqLab, Biotechnologie). Umozliwia on skuteczne oczyszcze-
nie amplikonéw o wielkosci od 50 pz do 4000 pz. Zastosowane w reakcji kolumny (HiBind®
— DNA) moga jednorazowo zwiaza¢ do 30 pg DNA. Kazda prébg poddano ocenie ilosciowej
biofotometrem (Eppendorf). Na tej podstawie i1 positkujac si¢ zestawieniem do kwantyfiko-
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wania DNA (Beckman Coulter), ustalano ilosciowy sktad mieszaniny do sekwencjonowania.
Oczyszczone proby poddawano kolejnej reakeji PCR (oddzielnie dla kazdego fragmentu genu
opisanego na rys. 4). Namnozony fragment stracano etanolem absolutnym o temperaturze
—20°C w procesie trwajacym 10 min. Suszenie polegato na wirowaniu zawarto$ci probowki
przez 15 min (10 000 obr./min). Uzyskany pelet ponownie przeptukiwano 80-procentowym
etanolem (700 pl) i wirowano przez 2 min (10 000 obr./min). Czyste, skoncentrowane DNA
przygotowane do sekwencjonowania osuszano w temperaturze pokojowej przez 2 min, po
czym rozcienczano w 20 ul dejonizowanej, sterylnej wody (DEPC), zachowujac pH = 9.

Sekwencjonowanie przeprowadzono z zastosowaniem odczynnikow CEQ DTCS —
Quick Start Kit, postgpujac zgodnie z zaleceniami producenta. Oba sekwencjonowane frag-
menty poréwnano za pomoca programu CEQ 8000 Genetic Analysis System, ktéry umozli-
wia uliniowanie sekwencji wzorcowej z badanymi probami. W efekcie polimorfizm w obrg-
bie genu cyt. b ustalano na podstawie wyliczonego dystansu genetycznego (dywergencji)
migdzy poszczegdlnymi haplotypami. Dane te nastgpnie wykorzystano do ustalenia wzajem-
nych korelacji filogenetycznych pomigdzy poszczegdlnymi populacjami.

3.2.6. Analiza sekwencji

Potowkowe surowe sekwencje reprezentujace kazdy z pigciu haplotypow (od H1 do
HS5) otrzymane w wyniku sekwencjonowania zostaly polaczone, przekonwertowane do for-
matu FASTA i uszeregowane w notatniku. Tak przygotowane sekwencje zaimportowano do
programu Clustal X, po czym porownywano je parami, a nastepnie przez budowanie align-
mentu, taczac najblizsze sobie pary [Larkin i inni, 2007]. Po zapisaniu otrzymanych wynikoéw
(plik.aln) dane zaimportowano do programu BioEdit. Program ten umozliwia graficznie ze-
stawienie punktowych réznic pomiedzy sekwencjami oraz pozwala wyliczy¢ udzial poszcze-
gblnych nukleotydow w analizowanych sekwencjach reprezentujacych oszacowane haplotypy
[Hall, 1999]. Graficzne dedukowanie struktury drzewa filogenetycznego na podstawie sek-
wencji wykonano w programie MEGA 4, wykorzystujac do tego celu wczesniej otrzymany
plik z uliniowanymi sekwencjami [Tamura i inni, 2007]. Ponadto uzyskano liczbowy i pro-
centowy sktad nukleotydow w sekwencjach poszczegdlnych haplotypdéw oraz opierajac si¢ na
modelu Jukesa 1 Cantora [1969], scharakteryzowano liczbowe odleglosci migdzy sekwen-
cjami. Na ich podstawie skonstruowano drzewo filogenetyczne. Ponadto, aby sprawdzi¢
wzgledna czgstotliwos$¢ rzadkich alleli w miejscach rownoznacznych i nieréwnoznacznych,
poréwnano s$rednig liczbe zmiennych nukleotydow oraz liczbg miejsc segregacyjnych osobno
dla polimorficznych miejsc jednoznacznych i wieloznacznych. Zastosowany test neutralno$ci
Tajimy [1989] umozliwitl poréwnanie liczby miejsc segregujacych w analizowanej sekwencji,
przypadajacych na jedno miejsce segregacji. Tajima za miejsce segregacji uwaza taki frag-
ment genu, w ktorym podczas poréwnania m sekwencji (oznaczenie zob. w tabeli 12) zlokali-
zowanych jest wigcej niz dwa nukleotydy. R6znorodno$¢ nukleotydowa Tajima opisuje zatem
jako usredniona warto$¢ roznic nukleotydowych przypadajacych w analizowanym fragmencie
DNA na jedno miejsce segregacji. Zakladajac, ze wszystkie allele sa selektywnie (wybidrczo)
neutralne (tzw. proba zerowa), produkt 4NV (N — efektywna wielkos$¢ populacji, V — liczba
mutacji przypadajaca na analizowane miejsce segregacji) mozna zdefiniowac pod katem sta-



3.2 Metodyka badan 31

bilnos$ci lub réznicowania ewolucyjnego. Pojawienie si¢ réznicy (ujemnej wartosci) w tescie
sugeruje, ze analizowana proba (grupa osobnikoéw) jest na etapie selekcji (roznicowania),
a populacje nalezy uzna¢ za niestabilng genetycznie.






4. Wyniki
4.1. lzolacja DNA

W wyniku izolacji wszystkich osobnikow certy uzyskano ilos¢ DNA wystarczajaca do
przeprowadzenia reakcji PCR. Ilo$¢ 1 jako§¢ wyizolowanego DNA w probach oceniano na
podstawie braku niespecyficznych prazkow. Obecnos¢ wyraznego sygnatu na zelu byta pod-
stawa do wykorzystania pozyskanego DNA do przeprowadzenia reakcji PCR. W wyniku am-
plifikacji fragmentu mtDNA ograniczonego primerami Vimbal i Vimba 2 otrzymano produkt
o dhugosci 1300 pz (rys. 5).

Rys. 5. Przyktadowe produkty po reakcji PCR (wielko$¢ 1300 pz) uzyskane dla certy. Kolejne
$ciezki przedstawiaja wybrane proby (osobniki) pozyskane z nastgpujacych populacji:
1, 2, 3 — Wista (tab. 4, poz. 1), 4-7 — Rega, 8, 9 — Barycz, 10, 11 — Czechy, 12 —
Austria, 13 — marker wielkos$ci (100 bp, Fermentas)

4.2. Trawienie enzymami restrykcyjnymi i charakterystyka pozyskanych
haplotypow

Dla uzyskania informacji na temat homologii/zmienno$ci sekwencji badanego genu
w populacjach certy pochodzacych z odlegtych rejonow geograficznych ustalono wzor
restrykcyjny (oznaczony symbolem A), przyjety w niniejszych badaniach jako wzorzec dla
gatunku Vimba vimba, wskazujacy na miejsca cigcia dla poszczegélnych enzymow na pod-
stawie sekwencji referencyjnej (GenBank numer AY026404). Zgodnie z wyznaczonymi miej-
scami restrykcji (tab. 7) 1 po poréwnaniu ich z wzorami dla poszczegdlnych osobnikéw usta-
lono restryktrogramy dla poszczegdlnych enzymow. W przypadku EcoRI, Hinfl, Hin6I i Ssi
uzyskano rowniez drugi, inny niz oczekiwany wzor restrykcji, ktory wskazuje na obecnos¢
substytucji we fragmencie genu cyt. b w poréwnaniu z sekwencja referencyjna. Zmieniona
sekwencja, a tym samym przesunigcie miejsc restrykcji, pozwolita na wyselekcjonowanie
z analizowanych osobnikéw certy te ryby, ktére potencjalnie charakteryzowaly si¢ zmien-
noscia w obrgbie mtDNA. Pozyskane wzory A 1 B przedstawiono ponizej wraz z opisem po-
chodzenia osobnikéw ($ciezka 4 dla EcoRI, 3 i 4 dla enzymu Hinfl, 1 i 4 dla Hin6I oraz 5 dla
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enzymu Ssi). Na rysunkach 6-9 przedstawiono dwa rézne wzory restrykcyjne, ktorych obec-
no$¢ sugerowala istnienie r6znic w uktadzie nukleotydow w analizowanym fragmencie genu.
Takie osobniki/préby poddano sekwencjonowaniu.

Rys. 6. Restryktrogram, bedacy wynikiem trawienia enzymem Eco471. Kolejne S$ciezki
przedstawiaja wybrane proby (osobniki certy) pozyskane z nastgpujacych populacji:
1 — Notec (48), 2 — Turcja (115), 3 — Stowenia (114), 4 — Stowenia (113), 5 — Austria
(81), 6 — Austria (80), M — marker wielkosci (100 bp, Fermentas)

Rys. 7. Restryktrogram pozyskany w wyniku trawienia enzymem Hinfl nastgpujacych prob
certy: 1 — Niemcy, Eder (100), 2 — Niemcy, Dunaj (88), 3 — Litwa (110), 4 — Litwa
(104), M — marker wielkosci (100 bp, Fermentas)
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Rys. 8. Restryktrogram pozyskany w wyniku trawienia enzymem Hin6I nastgpujacych préob certy: 14
— Litwa (110, 108, 105, 104), 5-11 — Niemcy, Eder (102, 101, 100, 99, 98, 97, 96), 12—-15 —
Niemcy, Dunaj (95, 94, 93, 92), M — marker wielko$ci (100 bp, Fermentas)

Rys. 9. Restryktrogram pozyskany w wyniku trawienia enzymem Ssil nast¢pujacych prob certy: 1-3 —
Niemcy, Dunaj (91, 90, 89), 4 — Litwa (112), 5 — Turcja (115), 67 — Stowenia (114, 113),
8—13 — Austria (81, 80, 79, 78, 84, 77), 14 — Note¢ (48) , M — marker wielkosci (100 bp,
Fermentas)

Na podstawie analizy restryktrogramow ustalono, ze w analizowanych probach DNA
certy wystepuje pig¢ haplotypow (wzorow allelicznych), ktore zestawiono w tabeli 8.



Tabela 8. Okreslenie haplotypéw na podstawie pozyskanych restryktrograméow

. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Haplotyp Populacja Nr proby - -
Eco471 BsuRI  Hinfll Rsal Alul Mbol Hpall Hin6l Taql Xbal SsII Sspl Fokl

1 Wista 9 A A A A A A A A A A A A A
2 Dunaj 93 B A A A A A A A A A A A A
3 Traunsee 84 A A A A A A A B A A A A A
4 Noteé 48 A A B A A A A A A A A A A
5 Estonia 137 A A A A A A A A A A C A A
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Udzialy poszczeg6élnych haplotypéw w badanych populacjach certy przedstawiono
w tabeli 9.

Tabela 9. Procentowy udziat poszczegolnych haplotypéw w analizowanych populacjach certy

Populacja H1 H2 H3 H4 H5
Wista 100
Rega 100
Barycz 100
Parseta 100
Noteé 100
Zalew Szczecinski 100
Jezioro Ostrowieckie 100
Czechy 100
Austria (Traunsee) 100
Niemcy (Dunaj) 42,8 57,2
Niemcy (Eder) 100
Litwa (Morze
Battyckie) 100
Stowenia (Kolpa) 50 50
Estonia 92,3 7,7
Turcja*

*Na podstawie analizy restrykcyjnej, bez mozliwosci poddania sekwencjonowaniu proby z rzeki Biiylik
(Turcja), przypuszcza sig, ze reprezentowany jest tutaj haplotyp (H6?) niewystepujacy wsrod badanych cert. Ze
wzgledu na zbyt mata ilo§¢ DNA i brak mozliwo$ci potwierdzenia wyniku analizy restrykcyjnej analizg sktadu
nukleotydowego haplotypu tego nie ujgto w zestawieniu wynikow.

Populacje z terenu Polski, z wyjatkiem certy noteckiej, sa homogenne genetycznie
i reprezentuja haplotyp 1 (H1). Nie stwierdzono Zadnych réznic migdzy populacjami pocho-
dzacymi nawet z odleglych obszaréw geograficznych Polski (certa zalewowa i1 wislana). Wy-
niki badan wskazuja na odrgbnos¢ genetyczna certy z Noteci. Wszystkie osobniki reprezen-
towaty haplotyp 4 (H4), ktory charakteryzuje si¢ wystgpowaniem substytucji w sekwencji
rozpoznawalnej przez enzym Hinfl (G| ANTC). Przektadajac wynik analizy restrykcyjnej na
sekwencje nukleotydowa genu cyt. b, charakteryzujaca haplotyp 4, mozna wskaza¢ wiele sub-
stytucji i delecji zestawionych w tabeli 10. Wszystkie osobniki z terenu Polski reprezentowaty
tylko 2 sposréd pigciu zdefiniowanych haplotypow (H1 1 H4).

W populacjach europejskich zaobserwowano wigksza roznorodnos¢ genetyczna, za-
rowno wewnatrzpopulacyjna (certy z rzek Dunaj i Kolpa oraz z Estonii), jak i miedzypopula-
cyjna. Populacje z Czech, Austrii, Niemiec, Litwy, Stowenii 1 Estonii reprezentowatly 4 spo-
$rod pigciu haplotypow (tab. 9). Zréznicowanie w obrebie populacji certy z Dunaju wskazuje
na obecno$¢ dwoch haplotypéw (H1 i H2), co odpowiada zrdéznicowaniu populacji z rzeki
Kolpy w Stowenii. Jedynie populacja z Estonii byta odmienna. Haplotyp 1 (H1) reprezento-
wato 92,3% osobnikow certy i byl on najczesciej spotykany wsrod analizowanych ryb, przy
czym w tej populacji stwierdzono zupelnie nowy, nigdzie wczes$niej niespotykany haplotyp
5 (H5), reprezentowany przez niewielka czgs$¢ populacji (7,7%).
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4.3. Uliniowanie pozyskanych sekwencji i analiza poziomu ich zmiennoSci

W pierwszym analizowanym fragmencie genu odpowiedzialnego za syntezg cyt. b
u certy (ograniczonego primerami Vimbal-VimbalR) stwierdzono wystgpowanie mutacji
w pozycjach 37, 42-44, 397 1 472. W drugim analizowanym fragmencie, ktorego amplifikacja
zostata ograniczona primerami Vimba2F-Vimba2, zlokalizowano 12 substytucji w nastgpuja-
cych pozycjach: 110, 334, 560, 607, 624, 625, 657, 658, 670, 671 1 688. Biorac pod uwage
dhugo$¢ obu fragmentow genu, wynoszaca odpowiednio 695 i 721 pz, nalezy zwroci¢ uwage
na rejony o zdecydowanie wigkszej zmiennosci, czyli odcinki, w ktorych zaobserwowano
znacznie wyzsza podatnos¢ na pojawianie si¢ substytucji. Sa to fragmenty genu cyt. b ograni-
czone pozycjami 37472 (fragment 1) oraz 110-688 (fragment 2), (rys. 10).

W tabeli 10 zestawiono pozycje, w ktorych wystepuja podstawienia nukleotyddéw
w analizowanym genie cyt. b. W pierwszym fragmencie genu, o wielkos$ci 695 pz, stwierdzo-
no wymiang adeniny na guaning (A—G) w porownaniu z sekwencja referencyjna (we wszyst-
kich pozyskanych haplotypach), wystepujaca w pozycji 37, oraz wielokrotne delecje we
fragmencie 4244 i pozycjach 397, 472. Zdecydowanie wigksza zmienno$¢ potwierdzono
w drugim fragmencie genu (dtugos¢ 721 pz), w ktérym oprocz delecji w pozycjach 4244,
397 1472 zidentyfikowano tez substytucje typu A—T, G—C w 12 pozycjach.

Analiza wysycenia genu cyt. b poszczegdlnymi zasadami (A, T, G, C) pozwolita na
okreslenie stopnia zmienno$ci nukleotydowej w opisywanych haplotypach. Zaobserwowano,
ze najwyzsze wysycenie adenina wystgpowato w haplotypach 1 1 5 (28,2%). W przypadku
guaniny zrdéznicowanie w porownaniu z sekwencja referencyjna bylo niewielkie, gdyz
w haplotypach 1, 2 1 4 wynosilo 15,6%. Cytozyna i tymina mialy w sekwencji referencyjnej
najwyzszy udzial — odpowiednio 27,2 i 29,9%, i w zadnym z opisanych haplotypéw nie
stwierdzono wyzszej zawartosci tych zasad w sktadzie nukleotydowym genu cyt. b. Graficzne
zestawienie wysycenia poszczegdlnymi nukleotydami wraz z przyréwnaniem do sekwencji
referencyjnej oraz wyznaczeniem $redniego udziatu poszczegoélnych zasad przedstawiono na
rysunku 11.

Tabela 10. Zestawienie najbardziej zmiennych rejonéw w dwoch fragmentach genu cyt. b, ze wskaza-
niem numeru substytucji w stosunku do sekwencji referencyjne;j

Haplotyp Fragment 1
Proba pozycja 37 42-44 397 472

referencja A CAC A T
9 H1 G del . .
93 H2 G del G .
84 H3 G del . C
48 H4 G del . .
137 (12) H5 G del . .
7 H1 G del . .
1 H1 G del . .
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Tabela 10 cd.

Haplotyp Fragment 2

Proba  pozycja 110 334 560 607 624 625 627 657 658 670 671 688

referencja G A C T C C A G A T C G

9 H1 . . . C T T T A G C T -

93 H2 . . . C T T T A G C T A
84 H3 . . . C T T T A G C T A
48 H4 . G T C T T T A G C T A
137 (12) H5 A . . C T T T A G C T A
7 H1 . . . C T T T A G C T A

1 H1 . . . C T T T A G C T —

Oszacowanie sktadu procentowego genu lub jego wigkszego fragmentu pozwala na
probe okreslenia poziomego transferu danego genu wsrdd badanych grup osobnikow, a tym
samym na ustalenie jego pochodzenia (zewngtrzne lub wewngtrzne). Analizujac graficzny
obraz wysycenia sekwencji genu cyt. b poszczeg6lnymi nukleotydami, mozna stwierdzi¢, ze
dla uzyskanych haplotypoéw praktycznie tylko tymina utrzymywata si¢ na §rednim poziomie.
Zarowno adenina (H1 i HS) jak i guanina (H1, H2 i H4) wykazywaty tendencj¢ wzrostowa,
gdy za punkt odniesienia przyjgto sekwencjg referencyjna dla analizowanego genu certy.

Na podstawie analizy sekwencji oraz ustalenia liczb podstawien i delecji oszacowano
poziom zmienno$ci poszczegdlnych haplotypéw. Jak wynika z tabeli 11, najwyzsza zmien-
no$¢ w poréwnaniu z sekwencja referencyjna wystgpuje w haplotypie H4 (0,018). Jest on
reprezentowany przez osobniki pozyskane z Noteci. Wysoka zmiennoscia charakteryzuja si¢
osobniki reprezentujace haplotypy H2, H3 i HS w poréwnaniu z haplotypem H4. Oznacza to,
ze certy pochodzace z Dunaju, Traunsee (Austria) oraz Estonii i Regi wykazuja wigksza
zmienno$¢ migdzypopulacyjnag w poréwnaniu z certami pochodzacymi z Noteci.

Tabela 11. Zmienno$¢ nukleotydowa w obrebie pozyskanych haplotypéw (srednia zmienno$¢

wynosi 0,0015)
Haplotyp Zmiennos$¢
H1 H5 H3 H2 REF. H4
HI -
H5 0,0009 —
H3 0,0009 0,0018 -
H2 0,0009 0,0018 0,0018 -
REF 0,0000 0,0009 0,0009 0,0009 -

H4 0,0018 0,0026 0,0026 0,0026 0,0018 -
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Rys. 10. Przyréwnanie sekwencji fragmentu genu cyt. b stwierdzone dla poszczeg6lnych haplotypéw
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Rys. 11. Wysycenie sekwencji haplotypiw poszczegdlnymi zasadami: A - adenina, C -
cytozyna, G - guanina, T - tymina, sekwencja referencyjna (AY026404)
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Poréwnujac cechy (obserwowana cecha byta tu sekwencja genu cyt. b), uzyskano
drzewo filogenetyczne, ukazujace zwiazki (zalezno$ci) migdzy pozyskanymi haplotypami
(rys. 12). Pojawienie si¢ czterech wezléw wskazuje na do$¢ duza réznorodnos¢ w obregbie
gatunku Vimba vimba. Pierwszy klad drzewa tworza przedstawiciele populacji z Wisty (HI)
1 Estonii (HS), drugi zas$ z Austrii (Traunsee) i Niemiec (Dunaj). Zupehie niezaleznym takso-
nem, umocowanym na odizolowanej nawet od sekwencji referencyjnej gatezi, jest haplotyp
H4, reprezentowany przez cert¢ notecka. Dlugo$¢ gatezi, bedaca miara dywergencji gendéw,
wskazuje na to, ze odleglos¢ filogenetyczna migdzy certa notecka a wszystkimi pozostatymi
haplotypami jest zdecydowanie wigksza niz w obrgbie haplotypéw H1, H2, H3 i H5. Wynik
analizy filogenetycznej potwierdza zroznicowanie migdzy badanymi populacjami certy, ktore
zestawiono liczbowo w tabeli 11.

19 H1
25 H5
H3
18 H2
ref
H4

Rys. 12. Drzewo ilustrujace zaleznosci filogenetyczne dla analizowanych haplotypow certy.
H1 - populacja Wista, H2 — populacja Niemcy (Dunaj), H3 — populacja Austria
(Traunsee), H4 — populacja Note¢, H5 — populacja Estonia (Pirita)

Na podstawie analizowanych sekwencji wykonano test neutralno$ci Tajima (tab. 12).
Poréwnano szes¢ sekwencji nukleotydowych (w tym jedna referencyjna), z ktorych kazda
reprezentowata okreslony haplotyp. Po wykluczeniu z nich wszystkich przerw (gaps) i nie-
kompletnych czgsci (przednie 1 koncowe nukleotydy, nietworzace wyraznych pikow) test ten
pozwala na okreslenie poziomu stabilno$ci badanej grupy ryb. Ujemna warto$¢ D swiadczy
o tym, ze badana grupa ryb jest w trakcie selekcji/roznicowania, a analiza sekwencji reprezen-
tujacych poszczegdlne warianty genetyczne wskazuje na niestabilno$¢ badanych populacji
(grup) w relacji do calej proby.

Tabela 12. Wyniki testu Tajima przeprowadzonego dla szesciu sekwencji (m — liczba sekwen-
cji, S — liczba segregowanych sekwencji, p, = S/ © — zmienno$¢ nukleotydowa,
D — warto$¢ Tajima)

m S p T D
6 5 0,004386 0,001462 —-1,33698







5. Dyskusja

5.1. Zroznicowanie rodzimych populacji certy w aspekcie ochrony
gatunku i zachowania biordéznorodnosci

5.1.1. Zlewnia Wisly

Gospodarka zarybieniowa certa wod w Polsce ma dos$¢ stabo udokumentowany prze-
bieg. Wiadomo, ze produkcj¢ jesiennego materiatu zarybieniowego rybca (wowczas tak ok-
reslano certg) po raz pierwszy podj¢to w osrodku stawowym w Stupowie w latach 70. ubieg-
tego wieku [Wajdowicz, 1971]. Wykorzystujac tarlaki z Czarnej Orawy, pozyskano wystar-
czajaca (ok. 50 tys. sztuk) ilo§¢ materiatu do zarybienia rzeki Le¢kawki. Wiadomo, ze pierw-
szy wsiedlony w Polsce materiat certy pochodzil z dorzecza Dunaju, a akcje zarybieniowa
przeprowadzono w zbiorniku zaporowym Tresna (spigtrzenie Soly) [Wajdowicz, 1968]. Wy-
korzystujac wysoka plastycznos¢ w obregbie gatunku certy i jej znaczne zdolnosci przystoso-
wawcze, podjeto decyzje o rozpoczgeiu programu wsiedlania certy do zlewni Wisly, uznajac
za celowe wykorzystanie materialu pochodzacego z rejonu Jeziora Pskowsko-Czudskiego
w bylym ZSRR. Analizujac dane dotyczace tej populacji, stwierdzono, ze jest to odmiana po-
datniejsza na proby pozyskania dojrzatych tarlakow w systemie chowu sadzowego niz tzw.
nasza certa [Wajdowicz, 1968]. Po przegrodzeniu Wisty zapora we Wtoctawku (1969) dras-
tycznie zmalaty potowy tego gatunku, praktycznie ustajac powyzej zapory w 1982 roku. Od
roku 1986 w dolnej Wisle juz nie obserwowano tego gatunku [Bontemps, 1960; Bartel, 2002].
W raporcie okreslajacym stopien zagrozenia stodkowodnej ichtiofauny Polski [Witkowski
11nni, 2009] certa z dorzecza Wisty zostala scharakteryzowana jako ,nieliczna populacja
certy wedrownej”, ktora zachowala si¢ w dolnym odcinku Wisty i Drwecy, oraz jako ,,nie-
liczne lokalne populacje” obecne powyzej zapory wloctawskie;j.

Sytuacja taka wymusita wdrozenie programow, ktorych gtownym celem byto ratowa-
nie ginacych populacji. W latach 70. i wczesnej dekadzie lat 80. XX wieku sze$ciokrotnie
przenoszono tarlaki powyzej zapory, liczac, ze przystapia do tarta i wzmocnia tamtejsza po-
pulacje. Od tego momentu stosuje si¢ okreslenie ,,stada lokalne” certy bytujacej w czgsci po-
wyzej 1 ponizej zapory na Wisle [Bartel, 1992]. Wszystkie akcje zarybieniowe finansowat
Polski Zwiazek Wedkarski. Do Wisty udato si¢ wprowadzi¢ niewielkie ilosci certy [Bartel,
Kleszcz, 2008].

5.1.2. Zlewnia Odry

Sytuacja certy odrzanskiej byla nieco inna. Program restytucji ryb wedrownych
[Sych, 1996] zaktadal zarybienia majace na celu wprowadzenie materialu szlakiem Odra —
Warta — Note¢ — Drawa. Zty stan wod srodkowego biegu Odry byl przeciwwskazaniem dla
planowanych akcji zarybieniowych w tym regionie [Witkowski i inni, 2004]. Obecnos¢
w Odrze dwoéch form certy o réznym zasiggu wedrowek tartowych, a takze wprowadzanie ob-
cego genetycznie stada do Regi w latach 1955-1972 miaty silny wplyw na stan poglowia ryb
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1 zaburzyto indywidualnos$¢ stada [Witkowski 1 inni, 2004]. Zarybienia Odry, gléwnie w sys-
temie Drawy oraz dorzecza srodkowego i dolnego (Note¢, Gwda), obejmowaty tacznie ponad
1 mln sztuk réznych kategorii materiatu zarybieniowego certy. Ze wzglgdu na produkcj¢ ma-
terialu w r6znych osrodkach zarybieniowych (Goleniéw, Maliniec, Szczodre) nie mozna do-
ktadnie ustali¢ drég pochodzenia materialu produkowanego na potrzeby kazdej akcji zarybie-
niowej. W roku 2000 systematyczne zarybienia zlewni Odry rozpoczal o$rodek zarybieniowy
w Szczodrem. Do roku 2007 wpuszczono tam prawie 50 tys. sztuk, w tym okoto 20 tys. osob-
nikdw w wieku dwoch i trzech lat [Bartel 1 Kleszcz, 2008]. Wedhug Wisniewolskiego i innych
[2004], gospodarka zarybieniowa powinna by¢ oparta na pozyskiwaniu tarlakow z rzek
1 przewozeniu ich do o$rodkéw zlokalizowanych w ich poblizu. Uzyskane w wyniku sztucz-
nego rozrodu certy nalezy nastgpnie podchowywac¢ w izolacji od osobnikéw tego gatunku
z innych zlewni. Po wpuszczeniu materialu do rzek macierzystych zostanie zachowana odr¢b-
no$¢ populacyjna pomigdzy zlewniami, co w dalszej kolejnosci pozwoli na zachowanie bio-
réznorodnos$ci wewnatrzgatunkowej. Juz podczas tworzenia programow restytucji certy dla
Odry 1 Wisty szczegdlna uwage zwracano na monitorowanie czystosci genetycznej tarlakow
oraz konieczno$¢ prowadzenia wstgpnej ich selekcji pod katem cech populacji wedrowne;.
Autorzy programéw zarybieniowych duzy nacisk ktadli na zgodno$¢ genetyczng materiatu za-
rybieniowego z populacjami certy egzystujacymi w danych odcinkach rzek, nawet jesli takie
populacje byly szczatkowe.

Rzeka Barycz, majaca zdecydowanie najlepsze warunki do efektywnego wsiedlenia
certy do zlewni Odry, stala si¢ miejscem bardzo intensywnych zarybien tym gatunkiem.
W latach 70. XX wieku populacja certy w Baryczy byla reprezentowana zaledwie przez poje-
dyncze osobniki. Przeprowadzona po raz pierwszy w 2000 roku dla zlewni Baryczy i Ka-
czawy akcja kontrolowanego rozrodu, oparta na tarlakach odtowionych z tych rzek, data sa-
tysfakcjonujace efekty [Kleszcz i inni, 2001]. Obecnie lokalna populacja tego gatunku jest na
tyle stabilna, ze mozna odtawia¢ co roku kilkadziesiat sztuk tarlakow i wykorzysta¢ je do
produkcji materiatu zarybieniowego [Kleszcz 1 Wolnicki 2002]. Jak podaje Kleszcz [2004],
z przeprowadzonych wyliczen mozna wnioskowacé, ze stado tartowe certy w Baryczy liczyto
wtedy okoto 230 osobnikow. Wedtug tego autora, jest to liczba rowna liczebnos$ci pierwotnej
populacji tego gatunku w momencie rozpoczecia zarybien (lata 2000-2001). Badania nad
analiza kariotypéw cert pochodzacych z Baryczy prowadzono juz w latach 2002-2003
[Kempter i inni, 2003]. Wykazaty one, ze pod wzgledem cytogenetycznym sa to homogenne
osobniki, a liczba chromosoméw w komodrkach somatycznych wynosi 2n = 50. W populacji
tej cze$ciej niz w kariotypie standardowym pojawialy si¢ chromosomy akrocentryczne.

Populacje certy bytujace w rzekach przymorskich, gléwnie w Redze i Parsgcie, sa
réwniez ujete w programach restytucji. Jak podaja Heese i Lampart-Katuzniacka [2002],
prawdopodobne jest, Ze w Redze wystgpuje stacjonarny typ morfologiczny certy. Jednak ze
wzgledu na pdézne rozpoczecie badan genetycznych nad ta populacja niemozliwe wydaje si¢
okreslenie jej zmiennosci w ostatnich kilkudziesigciu latach. Obecno$¢ w tych rzekach lokal-
nych populacji pozwolita na wychéw materiatu w osrodkach zarybieniowych w Goleniowie
i Bialogardzie [Wisniewolski i inni, 2004]. Ze wzgledu na ,,przechodzenie” materiatu zarybie-
niowego z Regi, ktorym zarybiano takze Ing, doszto do wyprowadzenia stada macierzystego
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zrzeki. Z tego powodu od 2004 roku material zarybieniowy przeznaczony dla dolnego od-
cinka Odry pochodzit takze z osrodka zarybieniowego w Szczodrem. Material zarybieniowy
wyprodukowany w Goleniowie wprowadzano do Regi w latach 1960-1985. Zarybienia
wznowiono po przerwie trwajacej 19 lat, w 2004 roku, przez systematyczne wprowadzanie
facznie ponad 500 tys. sztuk certy.

Kontrola prowadzenia i ocena skuteczno$ci prac zarybieniowych prowadzona przez
Radg ds. Restytucji Ryb Wedrownych wskazuje na zbyt stabo poznany stan populacji certy
w Drawie, Dolnej Odrze i Redze [Raczynski 1 Kiriaka, 2000]. Ze wzgledu na kluczowe zna-
czenie rzeki Regi w catosci prac reintrodukcyjnych na Pomorzu Zachodnim, od kilku lat pro-
wadzone sa badania nad ocena zmiennosci migdzypopulacyjnej certy w polskich rzekach
(Uniwersytet Warszawski, Uniwersytet Warminsko-Mazurski oraz Instytut Rybactwa Srodla-
dowego). Wedtug Brzuzana i Trojnickiej [2004] badania oparte na materiale certy pochodza-
cej z dorzecza Odry 1 Wisty pozwolily na stwierdzenie, Zze nie wystgpuja réznice migdzypo-
pulacyjne w obrgbie zlewni, natomiast populacje tego samego dorzecza charakteryzuja si¢
znaczna zmiennos$cia migdzyosobnicza.

Certa z Jeziora Ostrowieckiego, lezacego na terenie Drawienskiego Parku Narodo-
wego, reprezentuje populacj¢ stacjonarna-stodkowodna. W latach 1999-2000 przeprowa-
dzono tam akcj¢ pozyskiwania tarlakow. Wyprodukowana ilo§¢ materiatu umozliwita zary-
bienie terendw przyujsciowych rzeki [Hliwa 1 inni, 2000]. Akcja ta przyczynita si¢ do odtwo-
rzenia stada tartowego 1 byta waznym krokiem w restytucji tego gatunku.

W uporzadkowaniu systemu produkcji materiatu zarybieniowego przeznaczonego dla
zlewni Odry, Wisly 1 rzek przymorskich duza rolg odegraty analizy dotyczace prognozowania
efektywnosci zarybien certa. Obecnie, jak podaja Bartel 1 Kleszcz [2008], dla utrzymania bio-
réznorodnosci poszczegdlnych populacji certy gospodarstwa zarybieniowe sa przydzielane do
danych zlewni. Za produkcje materiatu do zlewni Odry odpowiada wigc OZ Szczodre, do
Regi i Iny — OZ Golenidéw, a do zlewni Wisly wytypowano siedem wyselekcjonowanych
osrodkoéw zarybieniowych. Majac na uwadze odizolowanie w procesie produkcji poszczegol-
nych lokalnych form certy, konsekwentnie zachowano priorytety ustanowione przez Radg
ds. Restytucji Ryb Wedrownych. Zwraca ona uwage nie tylko na ochrong bioréznorodnosci
migdzypopulacyjnej, ale takze na przywrocenie znaczenia gospodarczego certy, przez wszel-
kie dziatania stuzace odtworzeniu wedrownego stada tego gatunku [Buras i inni, 2004]. Bartel
1 Kardela [2009] w sprawozdaniu z realizacji programu restytucji certy i jesiotra ostronosego
zdecydowanie sprzeciwiaja si¢ mieszaniu cert z roznych zlewisk podczas akcji zarybienio-
wych lub pozyskiwania ryb do tarta. Dotyczy to nie tylko certy ze zlewisk Odry 1 Wisty, ale
takze pochodzacej z Regi.

Badania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy wskazuja na obecnos$¢ tego sa-
mego haplotypu u osobnikéw certy pozyskanych z Wisly, Regi, Baryczy, Parsety, Zalewu
Szczecinskiego 1 Jeziora Ostrowieckiego (H1). Podobne wyniki wczes$niej uzyskali Brzuzan
1 Trojnicka [2004], ktérzy stwierdzili brak réznic miedzy osobnikami certy z poszczegdlnych
zlewni. Nalezy si¢ jednak zastanowi¢, jak doszto do wyksztatcenia odmiennego genetycznie
stada certy noteckiej. Czy stada, ktore czgsto sa opisywane jako morfologicznie i biometrycz-
nie roznicowalne, powinny by¢ okreslane mianem populacji stacjonarnych? Ryby z Noteci to
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na ogot certy trasy Note¢ — Warta — Odra. Jezeli w Odrze i jej doplywach nie tworzy ona do-
statecznie izolowanych populacji, to kiedy i z jakich przyczyn uksztattowata si¢ w Noteci tak
odmienna populacja tego gatunku? Wyniki niniejszych badan wskazuja, ze reprezentuje ona
haplotyp 4 (H4). Genetycznie jest on najbardziej oddalony od wszystkich haplotypow cha-
rakteryzujacych osobniki certy z wybranych panstw europejskich. Interesujace jest rowniez
to, ze poza Notecia nie stwierdzono takiego haplotypu u zadnych innych badanych populacji.
Pomimo Ze dolny odcinek Noteci byl trasa wedrowki tarlowej certy, ktora odtawiano tu
w wigkszych ilosciach [Jaskowski, 1962], to juz od 1999 roku nie notowano certy w Noteci,
z wyjatkiem jednego osobnika, odtowionego w 2000 roku [Andrzejewski 1 Mastynski, 2000].
Ilosciowa przewaga certy z Warty nad wszystkimi innymi doptywoéw Odry nie uratowata tej
populacji przed wyginigciem. Jak donosza Witkowski i1 inni [2004], od ponad 20 lat w Warcie
nie odnotowano obecno$ci osobnikdéw certy, pomimo akcji zarybieniowych.

5.1.3. Zmiennos$¢ genetyczna certy

Analiza sktadu nukleotydowego oraz wysycenia poszczegolnymi parami zasad frag-
mentu genu cyt. b nasuwa przypuszczenia o wystapieniu zjawiska transferu poziomego tego
genu. Badania ewolucji biatek i gendéw wymagaja poréwnywania homologéw, czyli sekwen-
cji, ktore charakteryzuja si¢ wspolnym pochodzeniem, wobec czego moga one petni¢ po-
dobna funkcje. Sekwencje homologiczne, w tym przypadku reprezentujace zréznicowane
warianty genu cyt. b, sa dziedziczone po wspdlnym przodku, ktory miat sekwencje¢ bardzo
podobna, jednak z powodu znacznych modyfikacji obecnie trudna do zdefiniowania
[Brinkman i Leipe, 2005]. Z taka sytuacja mamy do czynienia w przypadku gatunku Vimba
vimba. Obecnie niemozliwe jest okreslenie wyjSciowej sekwencji analizowanego genu. Przy-
czyna tego sa ciagte modyfikacje wynikajace z koniecznos$ci przystosowywania si¢ certy do
zmieniajacych si¢ warunkdw bytowania, do ktorych zalicza si¢ uniemozliwienie wedréwek
tartowych, przymusowe tworzenie populacji stacjonarnych czy zmiany w sktadzie gatunko-
wym bentosu jako efekt zanieczyszczenia wod. Wszystkie te elementy wymuszaty na opisy-
wanym gatunku zwigkszenie tempa dywergencji. Na specyficzng formg specjacji certy, pole-
gajaca na rozszczepieniu gatunku na dwa lub wigcej taksony, moze wskazywac istnienie jed-
norodnej populacji w Polsce, ale takze obecno$¢ tego samego haplotypu (H1) w populacji
baltyckiej z Litwy i rzeki Pirity w Estonii czy pojawienie si¢ zupetie odrgbnego haplotypu
H4 w Noteci i H3 w jeziorze Traunsee w Austrii. Taki typ ,.,ewolucji rozbieznej” moze by¢
wynikiem przystosowania si¢ ,,nowych” populacji (form?) droga doboru naturalnego do od-
miennych warunkéw zycia. Trojnicka i inni [2003], opierajac si¢ na metodach cytotaksono-
micznych, pierwotnie zatozyli, ze na terenie Polski wystepuja dwie odmienne genetycznie
populacje certy z dorzecza Odry 1 Wisty. Pézniejsze prace Trojnickiej-Szczepanskiej [2005]
wykazaly, ze certy w polskich wodach charakteryzuja si¢ wewnatrzpopulacyjnym zrdznico-
waniem. Ewolucyjnie naleza one prawdopodobnie do jednej linii. Autorka ta wskazuje réw-
niez na brak ustabilizowania liczebnos$ci tych populacji w czasie ustgpowania lodowca. We-
dlug niej, pojawiajace si¢ zmiany sekwencji w genomie sa przyczyna ksztattowania si¢ tzw.
prywatnych haplotypoéw. Nie sa one skorelowane z dystansem geograficznym, czyli fizycz-
nym rozdzieleniem populacji i1 istnieniem statej izolacji przestrzennej.
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Reasumujac wyniki badan przeprowadzonych na rodzimych siedmiu populacjach
z dorzecza Odry, Wisty 1 rzek przymorskich, nasuwa si¢ przypuszczenie o mozaikowatym
charakterze ewolucji Vimba vimba w polskich wodach. Wielokrotnie podejmowano proby
wyodrgbniania nowych populacji, ras lub form tego gatunku. Sens takich zabiegéw podal
w watpliwo$¢ Bontemps [1957], twierdzac, ze niestusznie utworzono dwa taksony dla certy
wod podkarpackich. W tradycyjnej taksonomii za podstawg klasyfikacji organizméw uznaje
si¢ ogolne podobienstwo morfologiczne, behawioralne, rozwojowe, cytogenetyczne czy
molekularne. Oznacza to, ze hierarchia klasyfikacji odzwierciedla kolejno$¢ ewolucyjnego
pojawiania si¢ cech od rodziny do gatunku. Problem pojawia si¢ wowczas, gdy nie ma analo-
gii do tzw. kaskadyzacji cech. Wielokrotnie opisywano rézne cechy morfologiczno-biomet-
ryczne (tempo wzrostu, ubarwienie, migsistos¢ pyska, liczbe tusek w linii bocznej, wysokos$¢
ciata), ktore sa kluczem umozliwiajacym ich klasyfikacj¢ do pozycji taksonu ponizej gatunku
(populacja, rasa, odmiana, stado itp.). W kazdym z tych przypadkow pojawia si¢ pytanie, na
jakim poziomie ich zmienno$ci mozna postawi¢ granice taksonomiczna? Biorac pod uwage
tylko dane molekularne, bez uzupetnienia ich o dane z biologii i zoogeografii danego gatun-
ku, kazda podjgta proba jego sklasyfikowania bedzie bledna.

Analizujac prace monograficzne nad certa [Vols’kis 1970, 1976; Bontemps, 1971],
mozna stwierdzié, ze jest to gatunek charakteryzujacy sig¢ olbrzymia plastyczno$cia cech mor-
fologicznych. Pomimo istnienia wielu populacji lokalnych, ktére powstaly w wyniku ko-
niecznosci reagowania na zmieniajace si¢ warunki srodowiskowe w rzekach, w ostatnich la-
tach drastycznie spadia liczebno$¢ tego gatunku. Nalezy wigc oceni¢ mozliwos¢ wykorzysta-
nia zgromadzonych danych genetycznych certy do szybszego odbudowywania jej populacji,
nie tylko pod wzgledem liczebnosci, ale przede wszystkim stabilnos$ci genetycznej. By¢ moze
cenne byloby podjecie prob uszlachetnienia cech tego gatunku przez wykorzystywanie do
wspolnego rozrodu ryb z réznych populacji. Biorac pod uwage z jednej strony wysoka ho-
mogenno$¢ populacji z dorzecza Odry 1 Wisty oraz rzek przymorskich, z drugiej zachowana
wzglednie duza zmienno$¢ w obrgbie tych populacji, wydaje si¢ to warte sprawdzenia. R6zni-
cowanie w obrgbie mtDNA nastgpuje do 10 razy szybciej niz w obrgbie DNA jadrowego
[Luczynski 1 inni, 2003]. Wynika z tego, ze polskie populacje certy, z wyjatkiem certy notec-
kiej, moga by¢ swobodnie traktowane jako material jednorodny. Zabiegi taczenia dotychczas
izolowanych cech populacji prowadzono juz w bylym ZSRR, gdy certg z Jeziora Pskowsko-
-Czudskiego traktowano jako potencjalnie ,,lepszy” materiat do produkcji materiatu zarybie-
niowego dla zlewni Wisty [Wajdowicz, 1967].

Dotychczasowe zabiegi w ramach akcji tartowych, gdy izolowano tarlaki z roznych
zlewni, pomimo znaczacych zarybien (zob. tabele 2 1 3), nie przyniosty oczekiwanych rezul-
tatOow w postaci wzrostu udziatu certy w potowach. Czas przeznaczony na wzmocnienie po-
pulacji certy wynosi 7-10 lat ze wzgledu na do$¢ p6zne osiaganie dojrzatosci ptciowej oraz
koniecznos$¢ odbycia wedrowki tartowej. Dzisiaj pojawia si¢ juz watpliwos¢, czy nalezy
kontynuowa¢ akcje zarybieniowe, czy tez skuteczniejszym zabiegiem bgdzie udroznienie
rzek, a tym samym umozliwienie tarlakom wedrowke na tarliska [Bartel i Kleszez, 2008].
Analizujac gen cyt. b, stwierdzono, ze wysycenie poszczegdlnymi zasadami (A, T, G, C)
w dwoch haplotypach (H1 i H4) jest zdecydowanie rozne. Jak ilustruje rysunek 11, procen-
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towy udziat adeniny i tyminy jest zdecydowanie wyzszy u certy z haplotypem H1 (Wista,
Rega, Barycz, Parseta, Zalew Szczecinski i Jezioro Ostrowieckie) niz u certy noteckiej (H4).
Udziat guaniny w obu haplotypach jest poréwnywalny, a cytozyna w genie cyt. b u certy no-
teckiej ilosciowo zdecydowanie przewyzsza jej zawarto$¢ w haplotypie 1. Znaczenie zmiany
wysycenia genu nukleotydami G + C wskazuje na obecnos$¢ ksenologu genu cyt. b u certy
noteckiej. Moze to wynika¢ z dlugiej izolacji ryb i zwiazanego z tym rozrodu w zamknigtej
grupie tych samych osobnikow, trwajacego przez wiele lat. Moze tez §wiadczy¢ o zewngtrz-
nym pochodzeniu tego genu [Brinkman i Leipe, 2005], co w przypadku certy jest mato praw-
dopodobne. Po analizie ewolucji karpiowatych, okreslanej jako ewolucja mozaikowata lub
wyspowa, nalezy sadzi¢, ze funkcja ksenologu genu wystgpujacego u certy noteckiej jest po-
dobna do genu wyjsciowego. Odmiennos$¢ sekwencji wynika najprawdopodobniej z utrwale-
nia mutacji na drodze krzyzowania si¢ matej liczby osobnikow.

Istnienie takich réznic na poziomie jednego genu sktania do zaproponowania osrod-
kom zarybieniowym eksploatowania tarlakow reprezentujacych oba haplotypy. Przeprowa-
dzenie takiego programu hodowlanego pozwolitoby wykorzysta¢ potencjat obu populacji
certy. Zgodnie z zasada prac selekcyjnych, stosowanie selekcji rodzinowej jest uzasadnione
w przypadku checi doskonalenia cechy o niskiej odziedziczalnos$ci [Luczynski, 2005]. Majac
do dyspozycji praktycznie dwa genetycznie odmienne stada certy (notecka i pozostate), nale-
zatoby wykorzysta¢ mozliwos$¢ utrwalenia cech osobnikow o zwigkszonej odpornosci na cho-
roby lub obnizonej podatnosci na zabiegi hodowlane. Cytochromy sa biatkami bioracymi
udziat w transporcie elektronow w tancuchu oddechowym. Mozna zatem wnioskowaé, ze
zmiany zachodzace na poziomie sktadu nukleotydowego w genie odpowiedzialnym za pozys-
kiwanie energii przez komorke wptywaja na stan energetyczny komorek, a tym samym na
kondycjg catego organizmu. Gtoéwna funkcja pobieranego tlenu jest utrzymanie cytochromow
w stanie utlenienia [Minakowski i Weidner, 1998]. Stres lub infekcja powoduja u ryb
brak/niedobor tlenu, co hamuje prawidtowe funkcjonowanie fancucha oddechowego w ko-
morkach. Wzmocnienie cech gatunkowych, tzw. wigor mieszancéw, jest mozliwe w pracach
hodowlanych przez krzyzowanie osobnikdéw rozniacych si¢ migdzy soba. Prace selekcyjno-
-hodowlane oparte na krzyzowaniu odseparowanych linii ryb prowadzono na karpiowatych
(Cyprinidae), tososiowatych (Salmonidae), sumowatych (Ictaluridae) oraz wybranych gatun-
kach tilapii (Oreochromis sp.). Efekt heterozji udato si¢ uzyska¢ jedynie dla wyselekcjono-
wanych linii karpia [Moav i inni, 1975] i suma kanatowego (Ictalurus punctatus) [Dunham,
Smitherman, 1983; Dunham, 1987]. U lososia atlantyckiego rowniez potwierdzono efekt he-
terozji [Gjerde 1 Refstie, 1984], ktory byl jednak zdecydowanie nizszy niz wérdd ryb karpio-
watych. Krzyzowanie odmiennych linii tego samego gatunku datlo zadowalajace efekty
w przypadku oceny odpornosci na choroby. Szczeg6lnie obiecujace wyniki uzyskali Mykle-
bust 1 Hedrick [2006]. Autorzy ci poddali eksperymentalnemu zarazeniu Myxobolus cerebra-
lis, udomowiona 1 dzika lini¢ pstraga teczowego (Oncorhynchus mykiss). U kilku z 32
przeprowadzonych krzyzowek stwierdzono efekt podwyzszonej odpornosci na zarazanie pa-
sozytem. Innym aspektem selekcji ukierunkowanej bylo tempo wzrostu ryb, odporno$¢ na
gyrodaktyloz¢ (Gyrodactylus) oraz infekcje grzybicze u karpia. Suzuki i Yamaguchi [1980]
dowiedli, ze dzigki zastosowanej technice krzyzowania uzyskano osobniki charakteryzujace
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si¢ szybszym wzrostem i nizszym wspolczynnikiem wykorzystania paszy niz osobniki rodzi-
cielskie wybrane do rozrodu. Ponadto u krzyzéwek stwierdzono zwigkszona odpornos¢ na
patogeny i obnizona $miertelno$¢, co w efekcie skutkowato uzyskaniem lepszych wynikoéw
ekonomicznych w hodowli.

Ocena stopnia zréznicowania genetycznego populacji w aspekcie ochrony gatunkow
zagrozonych byta celem badan wielu ichtiologéw. Szczegdlne miejsce zajmuje tutaj karpio-
wata ryba slodkowodna §winka (Chondrostoma lusitanicum), gatunek charakteryzowany jako
krytycznie zagrozony. Sousa i inni [2008] poddali analizie molekularnej kilka populacji
$winki z réznych obszaréw jej wystepowania. Uzyskane wyniki zostang wykorzystane do
opracowania systemu aktywnej ochrony tego gatunku. Oceng wzmocnienia populacji pstraga
tgczowego materiatem produkowanym z udziatem pozyskanych tarlakow (efekt naturalizacji)
przeprowadzili Miller i inni [2004]. Autorzy ci sugeruja, ze state zarybianie lub przenoszenie
ryb migdzy lokalizacjami moze nie by¢ w pelni zgodne z zatozeniami naturalizowania po-
pulacji. Nalezaloby zatem szerzej rozwazy¢ korzysSci i zagrozenia, ktére moga by¢ skutkiem
takich dziatan srodowiskowych.

Majac na uwadze zarowno korzysci (szybszy wzrost, wigksza odpornos$¢ na patogeny),
jak 1 zagrozenia (niespdjne dziatania w polityce zarybieniowej), nalezy bardzo ostroznie pod-
chodzi¢ do poszczegdlnych planow zarybieniowych, majacych na celu ochrong gatunkéw
zagrozonych. W tym kontekscie przetransportowanie mtDNA od certy pochodzacej z Noteci
1 skrzyzowanie jej z samcami z innej zlewni (Wisty?) lub rzek przymorskich spowodowatoby
utrwalenie formy allelicznej H4. Wedlug badaczy zajmujacych si¢ biologia i rozrodem certy
z ciagu Odra — Warta — Note¢ — Drawa [Witkowski 1 inni, 2004], jest to jedyna populacja,
ktorej liczebnos¢ stale rosnie. Mozna zatem sadzi€, ze jest to jednoczesnie jedyna populacja,
ktéra ma szansg przetrwac bez zabiegdw sztucznego jej zasilania (zarybiania).

Intensywne zarybianie rzeki Barycz, prowadzone od wielu lat przez OZ Szczodre,
spowodowato znaczny wzrost liczby dorostych osobnikéw certy obu ptci towionych na tarlis-
kach. Pozwala to wnioskowa¢, Ze masowe zarybienia tego odcinka dorzecza Odry zaczynaja
przynosi¢ zakladany, praktyczny skutek. Wyniki te, dzigki ich naukowemu podlozu (znako-
wanie, liczenie, odtowy kontrolne), to ogromny zaséb informacji, ktéry powinien by¢ wyko-
rzystany do aktywnej ochrony tego gatunku. Kleszcz [inf. ustna, listopad 2009] uwaza, ze
obecne zroéznicowanie genetyczne certy w Polsce nadal jest tylko wynikiem ich naturalnego
rozrodu. Pozyskany do niniejszych badan haplotyp H4 populacji noteckiej jest najprawdopo-
dobniej efektem odtowienia do badan osobnikéw wprowadzonych do rzeki w 1996 roku.

Pewne watpliwo$ci nasuwaja si¢ podczas studiowania definicji bioréznorodnosci. Jak
nalezy bowiem rozumie¢ mozliwos¢ ochrony gatunkoéw poprzez ,restytucje i odtworzenie
zagrozonych gatunkéw oraz ich ponowne wprowadzenie do ich naturalnych siedlisk przy
zachowaniu odpowiednich warunkéw”? [Konwencja o biordznorodnosci biologicznej, art. 9].
Zagrozony gatunek, bedacy z definicji mato liczebny i/lub ulegajacy degradacji genetycznej
zwiazanej z izolacja powodowana przez np. zapory na rzekach, trudno jest odtworzy¢ przez
ochrong tylko 1 wylacznie jego lokalnych populacji. W polskiej Czerwonej ksigdze zwierzat
certa jest ujgta jako gatunek Vimba vimba, a nie jako jego poszczegdlne, lokalne populacje.
Jak wynika z podejmowanych prob restytucji certy w Polsce, oprocz regularnych zarybien
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trzeba tworzy¢ zywy bank gendéw. Bedzie to mozliwe wowczas, gdy rownolegle zostana
przeprowadzone prace selekcyjne i tym sposobem pozyskane stada tarlakéw o odpowiedniej
liczebnosci (powyzej 120 sztuk), gwarantujace minimalizacje krzyzowania ze soba osobni-
kéw spokrewnionych [Wisniewolski, 2007]. W tym celu do kazdej zlewni nalezy przypisac
osrodki zarybieniowe produkujace materiat dla rzeki macierzystej na podstawie pozyskanych
z niej tarlakow. Programy hodowlane oparte na bardzo ograniczonej liczbie tarlakow rodza
ryzyko otrzymania stabego pod wzgledem cech przystosowawczych materiatu. Mutacje, ktére
pojawiaja si¢ w takiej populacji, praktycznie sa utrzymywane na statym poziomie. Jednak
potencjalnie czgstotliwo$¢ ich pojawiania si¢ moze wzrasta¢. Odpowiedzialne sa za to pod-
stawowe mechanizmy dziedziczenia, oparte na ograniczonej puli genowej materialu wyjscio-
wego, czyli tarlakow, oraz tzw. efekt kumulacji mutacji w mitochondrialnym DNA. Wobec
tego nalezy zastanowi¢ si¢ nad wzmocnieniem gatunku ,,od gory” przez wykorzystanie do
tarta samic z Noteci (H4) 1 odleglych genetycznie samcow z Wisty (H1) lub nawet z populac;ji
z Dunaju (H2) czy rzeki Kolpy w Stowenii (H2). Badania nad ocena kondycji pozyskanego
materiatu, jego przezywalno$cia i odpornoscia na choroby, przeprowadzone w warunkach
kontrolowanych, miatyby istotne znaczenie praktyczne. Wiedza na ten temat moglaby si¢
przyczyni¢ do wyprowadzenia stabilnych populacji, a tym samym do wzmocnienia puli ge-
nowej ginacego gatunku. Lokalne populacje powinny by¢ wspierane, jesli gatunek, ktory re-
prezentuja, jest ,,silny” zaréwno pod wzgledem naturalnej produktywnosci, jak i ogdlnego
stanu kondycji biologicznej. Watpliwosci wynikajace z prowadzonych w Polsce zarybien
przedstawiaja w swoim opracowaniu Bartel i Kleszcz [2008], stawiajac pytanie: czy nalezy
zarybia¢, czy przerwac zarybianie i oczekiwaé az przyroda sama sobie poradzi? Podsumo-
wujac powyzsze rozwazania, mozna stwierdzi¢, ze zarybianie certa na dotychczasowych za-
sadach (pelna izolacja populacji) sprowadza si¢ do ilosciowego wzmocnienia populacji. Wat-
pliwosci jednak budza proby oceny uzyskania celu nadrzgdnego, jakim jest ochrona gatunku
Vimba vimba. l1o$¢ produkowanego przez kilka polskich osrodkow materiatu zarybieniowego
certy jest liczona w milionach sztuk. Wydaje si¢ stuszne, ze obecny rozwoj 1 zoptymalizowa-
nie technologii chowu materialu zarybieniowego moga postuzy¢ do podjecia oceny kondycji
wymieszanych stad tarfowych, reprezentujacych odmienne haplotypy.

Wyniki badan dowodza, ze w wodach Polski i Czech oprocz formy noteckiej wystg-
puje homogenny materiat certy. Jej populacje sa niestabilne genetycznie 1 maja ujemna war-
tos¢ w teScie Tajima, ponadto sa mato liczebne i wymagaja podjgcia szybkich dziatan
wzmacniajacych gatunek. Jak podaja Raczynski i Keszka [2007], populacja certy z systemu
dolnej Odry jest w regresie. Inne populacje rowniez sa mato liczebne, a certa pozyskiwana
w potowach gospodarczych na terenie Polski jest w dalszym ciagu okre$lana jako przytow.
Wedhug najnowszych danych oceniajacych stopien zagrozenia stodkowodnej ichtiofauny Pol-
ski gatunek ten jest definiowany jako krytycznie zagrozony (CR) [Witkowski 1 inni, 2009].
W poréwnaniu z innymi krajami europejskimi, z ktorych materiat wykorzystano do badan,
klasyfikuje to cert¢ na najwyzszym szczeblu zagrozenia, co oznacza, ze w Polsce jest to nadal
gatunek wymagajacy intensywnych zabiegdw ochronnych.
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5.2. Analiza zmiennosci wybranych europejskich populacji a program
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Biorac pod uwage trwajace programy zarybieniowe w rzekach Polski oraz obecno$¢
certy w wielu rzekach Europy, nalezy si¢ zastanowi¢, kiedy i w jakich warunkach dochodzi
do powstawania form lokalnych, ktére maja predyspozycje do genetycznego utrwalenia cech.
Jak twierdza systematycy [Freyhof, inf. ustna], nie zawsze tworzaca si¢ forma lokalna, ktora
ma cechy pozwalajace na jej identyfikowanie (gtdéwnie réznice morfologiczne), powinna mieé¢
rang¢ podgatunku. Jest to ttumaczone brakiem ciaglo$ci utrzymywania si¢ danych cech po
przeniesieniu ryb do innego zbiornika. Wplyw $rodowiska na tworzenie réznorodnosci we-
wnatrzgatunkowej (populacje, stada, rasy, formy) nie zawsze ma szans¢ na utrwalenie w ge-
notypie osobnika na skutek zbyt krotkiego czasu dziatania konkretnego czynnika. Problem
atrakcyjnosci cech pod katem ich uzyteczno$ci taksonomicznej rozwazato wielu autorow
[Balon i inni 1986, 1992; Uiblein i Winkler, 1994; Freyhof, 1999; Keszka i Krzykawski,
2008; Wysujack i inni, 2009]. Sa tzw. slawne populacje certy, od wielu lat opisywane jako
szczegolne formy endemiczne. Do takich zaliczana jest populacja certy z jezior podalpejskich,
ktoéra ma wiele cech przystosowawczych i rdzni si¢ od ,,certy wedrownej”. Prawdopodobnie
obecnos$¢ odrdznialnych cech plastycznych jest wynikiem skrajnej izolacji (struktura jezior
alpejskich) obecnych tam populacji tego gatunku. Jak podkreslaja Kottelat 1 Freyhof [2007],
populacje te wymagaja jednak badan genetycznych, ktére pozwolityby ustali¢ polimorficz-
no$¢ i genetyczna odmiennos$¢ (lub podobienstwo) od certy wedrownej Vimba vimba z wod
Europy. Certy z jezior Bawarii 1 gornej Austrii sa okres§lane jako certy jeziorowe (Vimba
elongata). W Austrii gatunek ten jest zaliczany do zagrozonych, a pod wzgledem uzytecz-
nosci gospodarczej uznany za rzadki gatunek towarzyszacy potowom [KIS, 2008]. Certy
z alpejskiego jeziora Traunsee reprezentuja niespotykany gdzie indziej haplotyp 3 (H3). Na
drzewie ilustrujacym zaleznosci filogenetyczne (rys. 12) widaé, ze haplotyp ten jest najbar-
dziej zblizony do haplotypu drugiego (H2) osobnikéw certy z Dunaju. Rzeka Traun wpada do
Dunaju na wysoko$ci miasta Linz, dlatego podobienstwo to jest nie tylko efektem ograniczo-
nej izolacji. Charakter jezior alpejskich, gtownie ich termika i bardzo wartki nurt rzek zasila-
jacych, determinuje inny sposdb gospodarowania energia, niz jest to u cert reprezentujacych
formy stacjonarne. Cytochrom b bierze udzial w tancuchu oddechowym i jako pierwszy
sktadnik uktadu cytochromowego odpowiada za przenoszenie elektronow, gwarantujac ko-
morce pozyskanie energii. Zbadanie sktadu nukleotydowego genu odpowiedzialnego za syn-
teze tego biatka pozwolito na analizg poréwnawcza jego struktury w poszczegdlnych popula-
cjach. Sekwencja genu cyt. b wykazuje duze podobienstwo migdzy haplotypami 2 i 3, szcze-
gblnie w procentowym sktadzie poszczegolnych nukleotydow. Jak przedstawiono na rysun-
ku 11, procentowy udziat wszystkich zasad nie przekracza zréznicowaniem 0,1%. Porownu-
jac haplotyp certy podalpejskiej (subalpine vimba) z populacja najdalsza genetycznie (H4),
mozna przypuszczaé, ze zrdznicowanie wynikajace z analizowanej sekwencji genu cyt. b jest
efektem jego silniejszej ekspresji u cert charakteryzujacych si¢ znacznie wigkszym zapotrze-
bowaniem na energi¢. Cechy jeziora Traunsee (191 m gigboko$ci) determinuja swoisty sktad
ichtiofauny 1umozliwiaja wystgpowanie takich gatunkdéw, jak tro¢, palia, szczupak (Esox
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lucius) oraz — co wydaje si¢ wyjatkowe — réwniez certa. Warunki wymusity na niej prawdo-
podobnie modyfikacje metabolizmu i wytworzenie specyficznego systemu gospodarowania
energia, co zostalo przetransformowane na sekwencje genu odpowiedzialnego za synteze cy-
tochromu. Badania poréwnawcze certy jeziorowej z dunajska [Uiblein 1 Winkler, 1994] wska-
zuja na mozliwos¢ zréznicowania tylko podgatunku Vimba vimba elongata, a nie gatunku
Vimba elongata. Na opublikowanej liScie 50. najbardziej zagrozonych gatunkow w Austrii
widnieje rowniez gatunek Vimba elongata. Wladze Austrii ktada szczeg6lny nacisk na jego
ochrong nie tylko z powodu ograniczonej liczebnosci tej endemicznej populacji, ale takze ze
wzgledu na obecno$¢ budowli hydrotechnicznych zlokalizowanych wlasnie na jeziorze
Traunsee. W cytowanym raporcie gatunek Vimba vimba jest okreslany jako szeroko rozprze-
strzeniony w wodach Austrii. Wedtug Wanzenbdocka [inf. ustna], certa nigdy nie byla wsiedlana
do zespotu jezior Mondsee, Traunsee i innych jezior alpejskich, a osobniki, ktore tam bytuja,
reprezentuja naturalng populacj¢ tego gatunku. W Austrii jest ona oceniana jako ryba o $rednich
walorach kulinarnych i nie jest przedmiotem akcji zarybieniowych. Nalezy przyjac, ze certa
w wodach Austrii jest stale obecna, mimo Ze nie jest objgta zadnym programem restytucji.

Zréznicowana populacje tworza certy pozyskane z Dunaju na wysokosci miasta
Passau, w bawarskiej czgsci Niemiec. Reprezentuja one dwa haplotypy: Hl — obecny w rze-
kach Polski, Zalewie Kuronskim na wysokosci Ktajpedy, czeskiej Jihlavie i niemieckiej rzece
Eder, zlewni Wezery uchodzacej do Morza Péinocnego, oraz zupetie nowy haplotyp 2 (H2),
spotykany jedynie u cert pozyskanych w Dunaju. Zostal on przypisany do 57,2% osobnikow.
Obecnos¢ dwoch roznych haplotypéw w jednej populacji zaobserwowano tylko u cert z Du-
naju i stowenskiej Kolpy. Certy z Dunaju byty poréwnywane przez Wajdowicza [1974]. Juz
wowczas dopatrywano si¢ réznic na poziomie morfologicznym. Wajdowicz charakteryzowat
certy z Dunaju jako ,.certy z bardziej wyciagnigtym nosem” w pordwnaniu z tymi z Wisty.
W niniejszych badaniach spos$rod przeanalizowanych genetycznie osobnikow z Dunaju pra-
wie potowa miata scharakteryzowany rowniez w Wisle haplotyp H1.

Zupeknie inng sytuacj¢ zaobserwowano u cert pochodzacych z estonskiej Pirity, 6smej
pod wzgledem wielkosci rzeki w Estonii, wpadajacej do Morza Baltyckiego. W Rzadowym
raporcie Estonii, Litwy i Lotwy [World Conservation Union, 1993], po§wigconemu pracom
nad ochrong zwierzat w Europie Wschodniej, certg zaliczono do gatunkéw szczegdlnie zagro-
zonych. Jako przyczyng takiego stanu wymieniono przerywanie ciaglosci rzek przez kon-
strukcje hydrotechniczne, a tym samym niszczenie i ograniczanie temu gatunkowi dostepu do
tarlisk. Badania prowadzone na Litwie opieraja si¢ gldwnie na okresleniu stopnia zrdznico-
wania subpopulacji certy [Kesminas i inni, 1999] oraz okres$laniu sktadu biochemicznego
migsa wybranych gatunkow ryb [Repecka, 1996]. Na Litwie i w Estonii certa jest obszernie
opisywana w wielu monografiach ichtiologicznych, gléwnie jednak sa to dane potowowe.
Proby szczegdtowego scharakteryzowania populacji litewskich podjgli si¢ Bozhko i Smirnov
[1976], wskazujac na ich odrgbnos¢ morfofizjologiczna od certy tradycyjnej. Jednak, jak
twierdzi Lebienka [1988], ,.certa na molekularno-biologicznym i molekularno-genetycznym
poziomie jest praktycznie niezbadanym gatunkiem, cho¢ stuzy badaniom modelowym w sza-
cowaniu produktywnos$ci poszczegélnych obszarow/zlewni”. W tabeli 9 wida¢, ze niecate
10% osobnikéw z rzeki Pirity charakteryzowato si¢ niespotykanym w zadnej innej populacji
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haplotypem 5 (HS). Jest on szczegdlnie bliski filogenetycznie haplotypowi 1, szeroko roz-
przestrzenionemu w wodach Europy Srodkowej. By¢ moze certa z Pirity to dobry materiat do
przeprowadzenia do$wiadczalnych akcji rozrodczych i oceny kondycji pozyskanego mate-
riatu. Certy z terenu bylych krajow ZSRR byly juz sprowadzane do Polski. Nie ma jednak
danych na temat ich odpornosci na choroby, oceny wrazliwosci na zabiegi hodowlane czy
zrdéznicowanie tempa wzrostu.

Ciekawe wyniki uzyskano podczas analizy materialu z tureckiej rzeki Biiyliik Mende-
res, biegnacej przez teren zachodniej Anatolii 1 majacej ujscie w Morzu Egejskim. Jak podaje
Heese [2000], jest to tzw. certa batkanska (Vimba melanops), zasiedlajaca wybrane doptywy
Morza Egejskiego. Ze wzgledu na ograniczona ilo$¢ materiatu pozyskanego do badan nie
bylo mozliwe sekwencjonowanie fragmentu genu cyt. b. Analiza restrykcyjna, wykazata jed-
nak, ze jest to bardzo odmienna genetycznie certa, ktorej status ciagle budzi watpliwosci.
Ozer 1 Ozturk [2005] okres$laja gatunek polawiany w zachodniej Turcji jako Vimba vimba
tenella, czyli gatunek rodzimy dla wod Turcji. Rowniez w opracowaniach stanu ichtiofauny
wod Anatolii [Ugurlu i Polat, 2008] certa (Vimba vimba) jest zaliczana do gatunkoéw rodzi-
mych, reprezentujacych jedna z 26 rodzin ryb stodkowodnych. By¢ moze dobre efekty datoby
przeprowadzenie zaproponowanej akcji rozrodczej z wykorzystaniem tarlakow z Dunaju i
Kolpy. Praktyki krzyzowania osobnikow reprezentujacych rézne genotypy w obrebie gatunku
prowadzono dla karpia w aspekcie odpornosci na erythrodermatitis [Sovenyi 1 inni, 1988].
Wykazaly one, ze poszczegdlne genotypy roznity si¢ pod wzgledem odpornosci na ten pato-
gen. Jest to wazny czynnik, ktoéry powinien by¢ uwzgledniany w selekcji tarlakow. Badania o
podobnym zakresie prowadzono w Norwegii na rdznych populacjach dorsza atlantyckiego
(Gadus morhua). Oprocz podwyzszonej odpornosci na choroby obserwowano takze wigksze
tempo wzrostu i wyzsza przezywalnos$¢. Gjerde i inni [2004] twierdza, ze nalezy pozyskaé
osobniki dorsza z réznych regiondw geograficznych Norwegii celem oszacowania rdznic na
poziomie genetycznym mig¢dzy naturalnymi populacjami. Dopiero na tej podstawie bedzie
mozna wyselekcjonowaé podstawowa populacje, umozliwiajaca rozpoczecie programu
sztucznego rozrodu tej ryby. Wedlug Bekkevold i innych [2006], wskazéwek do prac nad
selekcja stad tarlowych dorsza udzielity zespoty badawcze opracowujace programy selek-
cyjne dla tososia atlantyckiego. Wyniki ich badan [Hindar i inni, 1991; Hansen, 2002] zmie-
nity strategie zarzadzania pula genetyczna tego gatunku. Bekkevold i inni [2006] sadza, ze
ryby dorszowate pochodzace z izolowanych populacji moga si¢ r6zni¢ tempem wzrostu lub
odpornos$cia na pasozyty i dlatego aspekty te powinny by¢ brane pod uwage podczas selekcji
tarlakow w programach hodowlanych. Mozliwo$¢ tworzenia stad tarlowych na podstawie
selekcji pojedynczych osobnikow, ich potomstwa, przodkéw, wspotczesnych krewnych lub
uzycia kombinacji z rodzicami o innym genotypie popieraja Banerjee i inni [2008]. Wedtug
tych autorow, wilasciwe zastosowanie metod w programach hodowlanych moze da¢ wiele
korzysci (ekonomicznych, estetycznych lub ekologicznych), ktérych podtrzymywanie dzigki
wykorzystaniu odpowiedniego stopnia zmienno$ci genetycznej jest pomocne w zachowaniu
gatunkéw. Zmienno$¢ populacji ryb w obrebie rdznych rzek w Brazylii analizowali Povh 1 inni
[2008]. Wysoki poziom genetycznego zroznicowania migdzy rybami wypuszczanymi podczas
realizacji programow zarybieniowych a populacjami naturalnie wystepujacymi w tych zbiorni-
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kach moze powodowa¢, ze wazne geny, odpowiedzialne za adaptacje do lokalnych warunkéw
srodowiskowych, zostang utracone. Wszelkie akcje zarybieniowe podejmowane bez wsparcia
naukowego maja wigc niska wydajnos¢. Moga by¢ przyczyna obnizenia zrdznicowania gene-
tycznego w obrgbie populacji oraz prowadzi¢ do nieodwracalnych zmian w nastgpnych pokole-
niach ryb. Z tego powodu uzycie marker6w molekularnych do oceny zmienno$ci w obrgbie
populacji [Avise, 2008] w trakcie monitoringu moze si¢ przyczyni¢ do utrzymania kondycji w
populacji ryb [Povh i inni, 2008].

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki dzigki genetycznemu scharakteryzowaniu kilku
populacji certy daty podstawe do stworzenia zroznicowanych stad tartowych i by¢ moze sku-
teczniejszej w przysztosci formy ochrony gatunku Vimba vimba. Poréwnanie jej populacji
z wielu obszaréw Europy umozliwia stworzenie zintegrowanego programu ochrony nie tylko
na poziomie populacji czy stada, ale na poziomie certy jako gatunku anadromicznego. Wazne
jest bowiem to, ze zachowanie cech gatunku jest mozliwe nie tylko przez ochrong wylacznie
matych, nawet bardzo wyjatkowych populacji lokalnych, ale przede wszystkim przez obnize-
nie stopnia inbredu i zwigkszenie bior6znorodnosci w obrgbie samego gatunku.



6. Whnioski

1. Analiza restrykcyjna wykazata przydatno$¢ enzymow EcoRI, Hinfl, Hin6I i Ssi do
roznicowania poszczeg6élnych populacji certy w procesie trawienia fragmentu genu cyt. b
ograniczonego starterami Vimbal (= L15267) i Vimba2 (= H16526).

2. Zastosowanie trzynastu enzymow restrykcyjnych, w tym dziesigciu tnacych sek-
wencj¢ referencyjna AY 026404, umozliwito wylonienie pigciu haplotypow w grupie pigtna-
stu analizowanych populacji.

3. Populacjami homogennymi okazaly sig certy z Wisly, Regi, Baryczy, Parsgty, Za-
lewu Szczecinskiego, Jeziora Ostrowieckiego, Jihlavy (Czechy), Eder (Niemcy) 1 Zalewu
Kuronskiego u wybrzezy Litwy.

4. Wigcej niz jeden haplotyp w obrgbie populacji stwierdzono u ryb z Pirity (Estonia),
Kolpy (Stowenia) 1 gornej czgsci Dunaju (Niemcy), co $§wiadczy o ich znacznym zrdznicowa-
niu genetycznym.

5. W calej przebadanej grupie ryb stwierdzono jeden przypadek haplotypu HS, ktory
mozna uzna¢ za haplotyp prywatny. Mozliwo$¢ oznaczenia dodatkowego haplotypu w obre-
bie populacji rzeki Pirity, uprzednio traktowanego jako prywatny, prawdopodobnie bedzie
wzrastata wraz z liczebnoscia proby ryb, traktowanej jako populacja z tej rzeki.

6. Analiza sekwencji genu cyt. b wykazata przydatno$¢ regiondw ograniczonych po-
zycjami nukleotydow 37-472 oraz 110-688 w konstruowaniu primeréw stuzacych do identy-
fikacji poszczeg6lnych haplotypow.

7. Najbardziej zakonserwowanym rejonem genu cyt. b u badanych osobnikéw certy
byt drugi fragment ograniczony nukleotydami w pozycjach 607 do 671. Moze si¢ on okazaé
bardzo przydatny do odrdzniania migdzygatunkowych krzyzoéwek certy podczas selekcji tar-
lakow.

8. Dla wszystkich wyréznionych haplotypow stopien wysycenia analizowanego frag-
mentu genu byt wyraznie wyzszy dla adeniny i guaniny, a w przypadku cytozyny nizszy
w porownaniu z sekwencja referencyjna. Wskazuje to na znaczna liczbg¢ transformacji w ob-
rebie genu, mogacych powodowaé zmiany w strukturze syntetyzowanego cyt. b.

9. Najwyzsza zmienno$¢ nukleotydowa w porownaniu z sekwencja referencyjna
stwierdzono u osobnikow noteckich, reprezentujacych haplotyp 4 (H4).

10. Zbadane polskie populacje certy znajduja si¢ w regresie genetycznym, co za-
pewne ma wptyw na skuteczno$¢ zarybien.

11. Majac na uwadze poziom zrdéznicowania cert z rzek Kolpy (Stowenia) 1 Dunaju
(Niemcy) oraz jeziora Traunsee (Austria), nalezy przeprowadzi¢ probe wewnatrzgatunko-
wego krzyzowania z polskimi populacjami (certa notecka i ,,pozostata” reprezentujaca hap-
lotyp pierwszy), celem pozyskania stabilnego genetycznie materialu zarybieniowego.
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Summary

Genetic variability of selected populations of vimba, Vimba
vimba (L.), based on molecular analysis of the cytochrome B
gene — in relation to preservation of the species

Studies on genetic purity have been considered a fundamental aspect of natural pro-
tection, as highlighted in the Convention on Biological Diversity. Faced with a requirement to
comply with the relevant regulations, Poland needs to carry out studies on the genetic char-
acteristics of individual species of animals and plants, in particular those which are endangered.
One such species is vimba, listed in the ,,Polish Red Book of Animals” volume 1, vertebrates,
and on the ,,Red List of Threatened Species”. As a result, action must be taken to protect this
fish and increase its numbers. Such tasks are feasible only when the species is well
characterised in its biometrics/morphology as well as in its genetics. Unfortunately, information
on the European vimba is somewhat scarce. Therefore, the current study focused on:

1. Determining and characterizing haplotypes in selected populations, through rest-
riction analysis,

2. Assessing the divergence between individual populations, based on the sequence
analysis of a cytochrome B gene fragment,

3. Selecting cytochrome B gene fragments suitable in designing primers for distin-
guishing different vimba populations,

4. Determining the extent of biodiversity of the studied vimba populations in relation
to their suitability as prospective broodstock (and a ,,live gene bank™),

5. Selecting natural populations capable of providing broodfish for creating geneti-
cally stable broodstock.

In total, the genetic analysis in the study was based on DNA isolated from 137 indivi-
duals of Vimba vimba, collected from 16 sampling sites, representing eight European coun-
tries. The methods used involved the restriction analysis and sequencing of the acquired rest-
rictive patterns. The study yielded 5 haplotypes within 15 populations. Taking into account
a negative score on the Tajima test, I concluded that the Polish populations of vimba are at the
stage of genetic retrogression. This is probably due to the fact that fish stocking based on
,»local stocks” has been inefficient. Bearing in mind the diversity level of vimba from the Kol-
pa and Danube rivers and Lake Traunsee, I recommend crossing these populations with those
in Poland (the Note¢ River vimba and the ,,remaining” vimba of haplotype one) to obtain
genetically stable stocking material. The broodstock obtained in such a way may constitute
a promising alternative to the action already undertaken to protect Vimba vimba.






Zusammenfassung

Genetische Veranderlichkeit von gewahlten Populationen
der Zarte Vimba vimba (L.) auf Grundlage der molekularen
Analyse des Cytochrom b - Gens vom Standpunkt des
Artenschutzes aus

Untersuchungen tiiber die Artenreinheit sind grundlegender Bestandteil des Umweltschut-
zes, wovon auch im Ubereinkommen iiber die biologische Vielfalt die Rede ist. Um die auf Polen
auferlegten Verpflichtungen zu erfiillen ist es erforderlich Untersuchungen zu fiihren, die geneti-
sche Charakteristik der einzelnen Pflanzen- und Tierarten und insbesondere der bedrohten Arten
erlauben. Zu solchen Arten gehdrt die Zirte, die in das polnische Rote Buch der Tiere, Band I —
Wirbeltiere, und in die sog. Rote Liste der aussterbenden und bedrohten Tiere aufgenommen
wurde. Dies bedeutet, dass aktive Formen zu ihrem Schutz und zur Stirkung ihrer Population
einzuleiten sind. Die Realisierung dieser Aufgabe ist nur dann moglich, wenn die gegebene Art

sowohl biometrisch-morphologisch als auch genetisch charakterisiert ist.

Weil es sehr wenige Informationen {iber europdische Vimba Populationen gibt, wur-
den in der vorliegenden Arbeit folgende Themen bearbeitet:

1. Charakteristik und Beschreibung der Haplotypen von ausgewihlten Vimba
Populationen mit Hilfe der Restriktion Analyse,

2. Bewertung der Divergenz zwischen einzelnen Populationen auf Grund der Analyse
des Cytochrom b — Gens Fragment,

3. Nachweis von Cytochrom b — Gen Fragmenten die fiir die Populationsdifferenzie-
rung nutzbar sind,

4. Feststellung der biologischen Variabilitit der analysierten Vimba Populationen im
Hinblick auf die fiir die Zucht bestimmten Fische zur Bildung einer Gen Bank.

5. Markierung von Populationen die eine potenzielle Quelle fiir einen
Laichfischbestand einer genetisch, stabilen Fischgruppe bilden.

Fiir die genetische Analyse nutzte man DNA, die aus 137 Vimba vimba — Individuen
ausisoliert wurden, die aus 16 Fangstellen in acht europdischen Landern stammten. Als For-
schungsmittel wurden die Restriktionsanalyse als auch das Sequenzieren von gewonnenen
Restriktionsformeln eingesetzt. Dies ermdglichte die Aufstellung von fiinf Haplotypen in der
Gruppe von 15 analysierten Populationen. Auf Grundlage des negativen Wertes von Tajima’s
Test wurde festgestellt, dass sich die untersuchten polnischen Populationen der Zirte in der
genetischen Regression befinden. Wahrscheinlich aus diesem Grund waren die bisherigen, auf
"lokalen Schwirmen" basierenden Jungfischeinsitze, wenig erfolgreich. Unter Beachtung des
Differenzierungsniveaus der Zarten aus den Fliissen Kolpa und Donau und aus dem Traunsee
wurde vorgeschlagen, eine Probe der Kreuzung der o.g. Populationen mit den polnischen Po-
pulationen (die Note¢-Zérte und "sonstige" Population, die den ersten Haplotyp vertritt) vor-
zunehmen, um ein genetisch stabiles Material fiir Jungfischeinsédtze zu gewinnen. Der in die-
ser Weise gewonnene genetisch stabile Laicherbestand kann eine Alternative zu den MaB-
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nahmen im Zusammenhang mit dem aktiven Schutz der Vimba vimba — Art darstellen und
nicht wie bisher nur ihrer lokalen Populationen.
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