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Rodzina Anisakidae obejmuje nicienie o heteroksenicznym cyklu zyciowym
zwiazanym S$cisle ze $rodowiskiem morskim. Spozycie migsa zawierajacego larwy tych
pasozytdow moze wywotac¢ u cztowieka reakcj¢ alergiczng lub chorobe. Identyfikacja stadiow
larwalnych tych pasozytow jest trudna i mozliwa czesto jedynie z wykorzystaniem metod
molekularnych. Badania biochemiczne pozwolity na wykrycie w obrgbie Anisakidae licznych
gatunkow kryptycznych, ktore réznia si¢ zasiggiem wystgpowania, biologia i patogennoscia.

Przedstawiona praca jest kontynuacja wieloletnich badan prowadzonych w Katedrze
Zoologii Bezkrggowcow, ktorych jednym z celéw jest opracowanie ,.klucza” molekularnego
do identyfikacji przedstawicieli Anisakidae w oparciu o analiz¢ PCR-RFLP fragmentow
rybosomalnego DNA obejmujacych ITS1-5.85-1TS2.

Przebadano pod katem wystgpowania Anisakidae ryby, ssaki oraz ptaki z rejondow
polarnych. W dostgpnym materiale stwierdzono obecno$¢ dziewigciu gatunkéw z rodziny
Anisakidae, z ktorych trzy naleza do Anisakis simplex (A. simplex, A. pegreffii, A. simplex C),
cztery to Contracaecum (C. mirounga, C. osculatum A, C. osculatum B, C. osculatum C), a
dwa Pseudoterranova (P. decipiens E, P. bulbosa). Dla Contracaecum spp. oraz
Pseudoterranova spp. opracowano metodg identyfikacji z wykorzystaniem kombinacji
odpowiednio trzech (Taql, Rsal, Xbal) oraz czterech (Taql, Rsal, Hhal, Mbol) enzymow
restrykcyjnych.

Jadrowe rybosomalne DNA Anisakidae, charakteryzuje si¢ relatywnie duzym
zakonserwowaniem ewolucyjnym, przez co zastosowanie tego markera do identyfikacji
bardzo blisko spokrewnionych gatunkéw oraz badania relacji wewnatrzgatunkowych jest
ograniczone. Jednym z celéow tej pracy bylo wytypowanie markerow, ktore
charakteryzowalyby si¢ wyzszym zrdznicowaniem, a jako cel molekularny wybrano mtDNA.

W fazie wstgpnej badan przetestowano przydatnos¢ wybranych fragmentow mtDNA
do analizy zréznicowania wewnatrzgatunkowego oraz identyfikacji gatunkowej
przedstawicieli Anisakidae. Przeprowadzone badania wykazaty, ze w obregbie gatunku A.
simplex s.s., ktory uwazany byl za jednorodny genetycznie w calym zasiggu swojego
wystgpowania, mozna wyrdzni¢ dwie subpopulacje. Badania wstgpne pozwolity réwniez

stwierdzi¢ przeszlo czterokrotnie wyzsze zroznicowanie nukleotydowe pomigdzy



arktycznymi przedstawicielami C. osculatum w badanych genach mitochondrialnych w
porownaniu z sekwencjami ITS1-5.8S-ITS2 tych gatunkéw. Jednoczesnie stwierdzono, ze
polimorfizm wewnatrzgatunkowy w badanych genach jest zdecydowanie nizszy anizeli
zroznicowanie mi¢dzygatunkowe (K2P = 0,01-0,03 vs. K2P = 0,06-0,12).

Obiecujace wyniki badan wstepnych staly si¢ przyczyna rozszerzenia analiz na
pozostate geny mitochondrialnego DNA. W efekcie uzyskano sekwencje i opisano genomy
mtDNA pieciu gatunkow Anisakidae: A. simplex s.s., A. simplex C, C. osculatum A, C.
osculatum B oraz C. osculatum C. Lacznie uzyskano 19 czasteczek mitochondrialnego DNA
0 $redniej dlugosci 13 850 pz. Przeprowadzono analizg zréznicowania sekwencji wszystkich
badanych gatunkow, ze szczegdlnym uwzglednieniem gatunku A. simplex s.s.

Dla arktycznych przedstawicieli kompleksu C. osculatum najwicksza dywergencje
nukleotydowa stwierdzono w genach kodujacych ND4 (10,1%), CYTB (9,8%), CO3 (9,5%),
ND5 (8,7%) i ND1 (9,0%), natomiast dla kompleksu A. simplex w genach kodujacych ND1
(6,8%), CYTB (6,7%) oraz ND5, CO3, ND2, ND4 (6,0%). Wytypowane markery moga by¢
potencjalnie uzyteczne do identyfikacji gatunkow, ktérych rozrdznienie na podstawie do tej
pory dostgpnych sekwencji byto niemozliwe.

Analizujac zroéznicowanie wewnatrzgatunkowe A. simplex s.s. stwierdzono, ze gen
NDI jest potencjalnie najbardziej uzyteczny do badan populacyjnych A. simplex s.s. W
kolejnym kroku uzyskano fragmenty sekwencji tego genu dla 49 osobnikow A. simplex s.s.
pozyskanych z 12 gatunkéw ryb odlowionych z Morza Battyckiego, Morza Barentsa,
Ciesniny Davisa, Morza Beringa, Morza Ochockiego oraz wod u wybrzezy Alaski.
Stwierdzono istotne zréznicowania pomigdzy probkami z Atlantyku i Pacyfiku (FST = 0,532,
p < 0,0001), natomiast nie wykazano dalszej struktury wewnatrz kazdej z tych grup,
zwiazanej czy to z gospodarzem, czy tez z akwenem, z ktorego pochodzily. Analiza
sekwencji wykazata, Ze r6znorodnos¢ nukleotydowa w obrgbie grupy pacyficznej (n = 0,025)
jest przeszto dwukrotnie wyzsza w poroéwnaniu z grupa atlantycka (w = 0,012).

Na podstawie uzyskanych sekwencji mtDNA przeprowadzono rowniez analize
filogenetyczna badanych gatunkéw. Analiza pokazala, ze przedstawiciele Anisakis spp. i
Contracaecum spp. grupuja si¢ razem 2z wysokim wsparciem statystycznym. W
przeprowadzonych analizach A. simplex C byt grupa zewngtrzng dla A. simplex s.s. i A.
pegreffii z wysokim wsparciem statystycznym. Dane zebrane odnosnie C. osculatum C
pokazaty, ze gatunek ten najbardziej rozni si¢ od pozostatych przedstawicieli kompleksu C.

osculatum.



