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Charakterystyka genetyczna siei (Coregonus lavaretus,
Linnaeus, 1758) z Jeziora Wisztynieckiego przy
zastosowaniu markerow mikrosatelitarnego DNA

Wstep

Sieja nalezy do grupy najcenniejszych gatunkéw,
bedacych przedmiotem rybackiego gospodarowania
w jeziorach Polski. Jej wartos¢ jest zwigzana zaréwno
z walorami biologicznymi, jak i gospodarczymi w uzytko-
waniu rybacko-wedkarskim (Wotos i Mickiewicz 1998).
Pogarszajgce sie warunki srodowiskowe oraz intensywna
eksploatacja rybacka doprowadzity do drastycznego
zmniejszenia liczebnos$ci wielu populacji siei. W nadmier-
nie zeutrofizowanych zbiornikach, mozliwosci przezycia
ztozonej ikry sg ograniczone, to z kolei ogranicza szanse
na naturalny rozrod tych ryb (Fopp-Bayat 2010). Efektem
jest obserwowany od wielu lat regres gospodarki siejowej,
widoczny w spadajacych odtowach tego gatunku w pol-
skich jeziorach. Od roku 1978, kiedy to zanotowano najwy-
zszy w statystykach potowowych wynik 100,1 tony, obser-
wujemy pogtebiajgca sie tendencje spadkowg odtowow
siei (Falkowski 1994). W ostatnich latach odtowy rybackie
spadty z wielkosci 28,5 ton w 2000 roku do symbolicznego
poziomu 4,39 tony w roku 2010 (rys. 1). Obserwuije sig row-
niez zmniejszenie wielkosci zarybien siejg, spowodowane
matg dostepnoscig i wysokg ceng materiatu zarybienio-
wego, a takze niskg ich efektywnoscig (tab. 1). W jezioro-
wej gospodarce rybackiej preferowany jest drugi gatunek
koregonidéw — sielawa, w przypadku ktérej uzyskuje sie
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Rys. 1. Trend odtowow siei w latach 2000-2010 (Leopold i Wotos
2001, 2002, Wotos i in. 2003, 2004, 2005, 2006, 2007, 2008,
2009, 2010, 2011).

lepsze efekty zarybien (tab. 1), a naktady na zarybienia
zwracajg sie w krétszym czasie. Wszystkie wyzej wymie-
nione czynniki mogg w konsekwencji doprowadzi¢ do
catkowitego zaniechania gospodarowania siejg (Falkowski
2004, Zacharczyk 2007, Mickiewicz 2010).

TABELA 1

Srednie ceny réznych form materiatu zarybieniowego siei i siela-
wy oraz wspotczynnik efektywnosci zarybien (Mickiewicz 2010,

2012)
Forma materiatu 5 .
zarybieniowego Srednia cena (zt/tys. szt.)
Sieja wyleg 23,10
Sieja narybek letni 410,33
Sieja narybek jesienny 165,46
Sielawa wyleg 4,46
Sielawa narybek letni 35,79
Gatunek Wspétczynnik efektywnosci ;ar)'/bier’l (zt/ha
odtowu/ zt/ha zarybienia)
Sieja 0,45
Sielawa 2,09

Reakcjg na negatywne zmiany byto opracowanie pro-
jektow majgcych na celu ochrone wybranych populaciji siei;
na przyktad ,Ochrona autochtonicznej populacji siei
wedrownej jeziora tebsko” przy finansowym wsparciu
Fundacji EkoFundusz, Narodowego Funduszu Ochrony
Srodowiska i Gospodarki Wodnej oraz Wojewodzkiego
Funduszu Ochrony Srodowiska i Gospodarki Wodnej
w Gdansku oraz ,Ichtiologiczna bioréznorodnos¢ jezior —
wypracowanie modelu rozwigzywania probleméw na
przyktadzie zasobow naturalnych autochtonicznej siei
wedrownej w jeziorze tebsko (siei tebskiej)”, wspotfinan-
sowany z funduszy Mechanizmu Finansowego Europej-
skiego Obszaru Gospodarczego. Podjeto takze dziatania
w celu zachowania populacji siei szlachetnej w jeziorach
Pojezierza Mazurskiego i Suwalskiego (Szczepkowski i in.
2010). Po wstepnych analizach do dalszych prac wytypo-
wano dwie populacje siei z Jeziora Wisztynieckiego (Repu-
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blika Litewska) i jeziora Gatadu$ (Pojezierze Suwalskie).
Populacja siei z Jeziora Wisztynieckiego uwazana jest za
bardzo cenng, z uwagi na to, ze jest to populacja nieeksplo-
atowana gospodarczo. Jezioro Wisztynieckie stanowi
matecznik tego gatunku, w ktérym odtowy sg prowadzone
wyfgcznie w celach reprodukcyjnych. Uzyskany materiat
zarybieniowy byt wykorzystywany do odtworzenia populacji
siei w wybranych jeziorach m.in. w Jeziorze Biatym Wigier-
skim (Osewski 2006).

Ostatnio zaczeto prowadzi¢ prace nad stworzeniem
hodowlanych stad tartowych. Prace te sg prowadzone
w dwéch osrodkach: Zaktadzie Hodowli Ryb Jesiotrowa-
tych w Pieczarkach i O$rodku Zarybieniowym w Gawrych
Rudzie (Szczepkowski i in. 2010). Corocznie stada tartowe
sg uzupetniane o materiat pochodzacy od dzikich tarlakow
z Jeziora Wisztynieckiego i jeziora Gatadu$. Dla zachowa-
nia kontroli stada, znakuje sie nowo wprowadzane tarlaki
elektronicznymi znaczkami umozliwiajgcymi przyzyciowg
identyfikacje ryb (Wunderlich i in. 2007).

Podczas produkcji materiatu zarybieniowego wprowa-
dzanego do wod otwartych, nalezy zwroéci¢ uwage na cha-
rakterystyke genetyczng populacji zamieszkujacej zary-
biany zbiornik lub ciek. Takie prace muszg przebiegac
W powigzaniu z monitoringiem genetycznym, w celu utrzy-
mania pozadanej struktury genetycznej populacji. Uzywa-
nie podczas zarybien narybku, pochodzgcego od niewiel-
kiej liczby tarlakéw stanowi powazne zagrozenie dla kondy-
cji stada. Potomstwo to moze wywodzi¢ sie od osobnikow
blisko spokrewnionych, co wigze sie z duzym ryzykiem
inbredowania, a w konsekwencji zubozeniem puli genowej
populacji (Fraser 2008, Leberg i Firmin 2008, Fopp-Bayat
2010). U zinbredowanych osobnikow czesto dochodzi do
obnizenia wartosci cech, m.in. obnizenia ptodnosci, spadku
odpornosci na choroby, zahamowania wzrostu. Zjawisko to
nosi hazwe depresji inbredowej. Przyczyn wystepowania
tego zjawiska nalezy szuka¢ w zmniejszeniu heterozygo-
tycznosci, co doprowadza do ujawnienia gendéw recesyw-
nych (Strabel 2006, Fopp-Bayat 2010).

Zmiennos¢ genetyczng analizuje sie przy uzyciu mar-
keréw molekularnych. Typowym przyktadem markeréw
stosowanych do badania zréznicowania genetycznego sg
loci DNA mikrosatelitarnego. Stosujac tego typu analizy
mozna zbadac¢ aktualng strukture genetyczng populacji lub
stada ryb. Jednocze$nie mozna okresli¢ podobienstwo
pomiedzy rbéznymi populacjami, jak réwniez pomiedzy
osobnikami z jednego stada (Fopp-Bayat 2010). Dodat-
kowa zaletg tej metody jest jej bezinwazyjnos¢. Do wykona-
nia analiz wystarczy fragment ptetwy, skéry lub tuski.
Mozna zatem pobiera¢ proby przyzyciowo, nie narazajac
sie na strate cennych selektéw czy tarlakow (Fopp 2001).

Celem pracy byta analiza zmiennosSci genetycznej siei
z Jeziora Wisztynieckiego przy zastosowaniu markerow
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mikrosatelitarnego DNA. Badanie te sg pierwszymi bada-
niami genetycznymi tej populacji w tym zbiorniku.

Materiat i metody

Materiat badawczy stanowity zasuszone fragmenty
ptetw, pobrane od 40 osobnikéw siei z Jeziora Wisztyniec-
kiego, umieszczone w papierowych kopertach. W celu
wyizolowania DNA wycinano fragment ptetwy o wielkosci
ok. 1 mm?. Kazdy taki fragment umieszczano w 500 pl 10%
roztworu Chelex 100 (Chelex 100 Resin Bio-Rad). Nastep-
nie sporzgdzano roztwor (100 mg proteinazy K, 10 ml 50%
glicerolu, 50ml 1M CacCly), ktéry dodawano do uprzednio
przygotowanego 10% Chelexu 100 w ilosci 10 pl na prébe.
Préby ptetw w wyzej opisanym roztworze, wytrzgsano 3
godziny w temp. 55°C z predkoscig 200 obr./min, dodat-
kowo worteksowano préby co 15 minut, w celu przyspie-
szenia lizy komérek. Po trzech godzinach inkubacji proby
wirowano w wiréwce przez 10 min przy obrotach 2000 rpm.
Po wirowaniu pobierano goérng faze probki, tak aby nie
zebra¢ dolnych statych warstw z otrzymanego produktu
i przechowywano w 4°C do czasu przeprowadzenia reakcji
PCR. Jako$¢ oraz ilos¢ wyizolowanego DNA sprawdzano
elektroforetycznie w 2% zelu agarozowym (Promega),
wybarwionym bromkiem etydyny w obecnosci markera
w buforze TBE (89 mM Tris-borate, pH 8,3). Marker wielko-
Sci stanowita mieszanina alleli mikrosatelitarnych siei, dla
ktérych dtugo$¢ powielanych fragmentow miescita sie
w przedziale od 200 do 300 par zasad (na zelu obserwo-
wana jako pojedynczy prgzek).

Po izolacji DNA, w celu amplifikacji wybranych frag-
mentow mikrosatelitarnego DNA, przeprowadzano reakcje
PCR zgodnie z publikowanymi warunkami reakcji dla loci
Cocl-Lav8, Cocl-Lav28, Cocl-Lav61 (Rogers i in. 2004)
i BWF1 (Patton i in. 1997). W tabeli 2 prezentowane sg
sekwencje starterow analizowanych fragmentow DNA.

TABELA 2

Sekwencje starterow reakcji PCR analizowanych fragmentéw DNA

Sekwencije starterow DNA, F-starter wiodacy

Nazwa locus i R-starter odwrotny Literatura

Cocl-Lav F-GCTGGAGCCACATGACATTA Rogers i in. 2004
R-ATG CCATTGCCCAGA

Cocl-Lav28 F-ACAATAGCAGGCCATTCAG Rogers i in. 2004
R-CCAATCTTCAAAGCCATTTC

Cocl-Lav61 F-CTCATGAGTAACATGATGCTTC Rogers i in. 2004

R-GATCTTTACTGTCTGATTTTIGTG

BWF1 F-TACAGAGAAATACACACAACGCATCAA
R-GAGAGGTTCCATTACTGAGCAC

Patton i in. 1997

W celu identyfikacji produktow reakcji PCR przeprowa-
dzono elektroforeze proéb w 4% zelu agarozowym (Pro-
mega). Elektroforeze prowadzono w roztworze bufo-
rujgcym TBE (0,5 M EDTA, pH 8,5) przy napigciu 82 V, nate-
zeniu 400 mA i mocy 400 W, przez 2,5 godziny. Do przepro-
wadzenia elektroforezy uzyto zestawu Bio-Rad. Elektrofo-

4/2012



regramy obserwowane w $wietle ultrafioletowym zapisy-
wano w formie zdjecia cyfrowego, a pomiar dtugosci tancu-
chow DNA uzyskanych alleli prowadzono w programie
Gelix one 220v. Dtugos¢ alleli oceniano na podstawie
wzorca masowego (20 bp DNA Ladder O’RangeRuler, Fer-
mentas). Przy zastosowaniu oprogramowania Microsatel-
lite Tool Kit (Park 2001) obliczono heterozygotycznos¢
obserwowang, heterozygotycznos¢ oczekiwang oraz
wskaznik polimorficznosci loci (PIC).

Wyniki

Materiat genetyczny wyizolowano ze wszystkich 40
osobnikow siei z Jeziora Wisztynieckiego. Rysunek 2
przedstawia rezultaty izolacji DNA dla 14 osobnikéw. Pro-
dukty amplifikacji uzyskano dla wszystkich analizowanych
osobnikow i loci z wytgczeniem 12 prob dla locus

M

Rys. 2. Produkty izolacji DNA u 14 osobnikow siei z Jeziora Wiszty-
nieckiego. M — wzorzec masowy (negatyw).

60bp

Rys. 3. Segregacja alleli w mikrosatelitarnym locus Cocl-Lav8
u siei z Jeziora Wisztynieckiego. M — wzorzec masowy 20 bp
DNA Ladder (O’RangeRuler) (negatyw).
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Cocl-Lav8. W zwigzku z czym dalsze analizy dla tego locus
prowadzone byty w oparciu o wyniki uzyskane dla 28 osob-
nikow.

W badanej populacji siei z Jeziora Wisztynieckiego,
w obrebie 4 markeréw mikrosatelitarnych, zidentyfikowano
78 alleli (17 alleli dla locus Cocl-Lav61, 19 dla Cocl-Lav28
i po 21 dla BWF1 oraz Cocl-Lav8). Rysunki 3-10 przedsta-
wiajg rozktad i czgsto$¢ wystepowania alleli w obrebie locus
Cocl-Lav8, Cocl-Lav28, Cocl-Lave1 i BWF1.

Zakres dtugosci analizowanych alleli miescit sie w prze-
dziale od 166 do 308 par zasad. Dla locus Cocl-Lav8 obser-
wowano allele o dtugosci od 190 do 252 par zasad i najcze-
Sciej spotykanymi byty allele 190, 196 i 238 (rys. 7). Nieco
krotsze fragmenty obserwowano dla locus Cocl-Lav28
(166-210 par zasad), w tej grupie dominowat allel o dtugosci
178 par zasad (rys. 8). Najdtuzszymi fragmentami DNA cha-
rakteryzowat sie locus Cocl-Lav61 (250-308 par zasad),
u ktérego najczesciej obserwowano allele 284 i 290 (rys. 9).
Dla locus BWF1 zakres dtugosci wynosit od 194 do 248 par
zasad, a najczestszym allelem byt fragment o dtugosci 210
par zasad (rys. 10). Frekwencja najczestszych alleli nie prze-
kraczata poziomu réwnego 0,16.

W kazdym locus obserwowano wysokie wartosci wska-
znikow heterozygotycznosci. Wartoéci wskaznika heterozy-
gotycznosci oczekiwanej (He) byty na podobnym poziomie
we wszystkich loci, gdzie najwyzszg warto$¢ He zanotowano
w locus Cocl-Lav8 (0,94), natomiast najnizszg w locus
Cocl-Lav61 (0,9). Wartosci wspotczynnika heterozygotycz-
nosci obserwowanej (Ho) byty na zblizonym poziomie w loci
Cocl-Lav8, Cocl-Lav28, Cocl-Lav61 i ksztattowaty sie na
poziomie 0,86, natomiast w locus BWF1 zaobserwowano
nizszg warto$¢ Ho na poziomie 0,78. Poziom heterozygo-
tycznosci obserwowanej byt zblizony do oczekiwanej
w kazdym locus, tylko w locus BWF1 odnotowano wigksza
réznice pomiedzy He a Ho. W kazdym badanym locus warto-
$ci Ho byty nizsze od wartosci He (tab. 3).

TABELA 3
Zakres dtugosci alleli, heterozygotyczno$¢ oczekiwana, hetero-

zygotyczno$¢ obserwowana, wskaznik polimorficznosci (PIC) ob-
serwowane w mikrosatelitarnych loci u osobnikéw siei z Jeziora

Wisztynieckiego
Zakres dfugo-
- g Heterozygo- |Heterozygotycz- ) .
&ci alleli w pa- o . Wspotezynnik
Locus tyczno$¢ | noS¢ obserwo-
rach zasad . PIC
oczekiwana wana
(bp)
Cocl-Lav8 190-252 0,94 0,86 0,89
Cocl-Lav28 166-210 0,92 0,89 0,88
Cocl-Lav61 250-308 0,90 0,85 0,87
BWF1 194-248 0,92 0,78 0,90

Warto$¢ wskaznika PIC charakteryzuje stopien zmien-
nosci (polimorficznosci) danego locus (Botstein i in. 1980,
Witek-Zawada i Radko 2006). Otrzymane wartosci stopnia
polimorfizmu byty wysokie we wszystkich loci. Najbardziej
polimorficzny byt locus BWF1 (tab. 3).
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Rys. 4. Segregacja alleli w mikrosatelitarnym locus Cocl-Lav28
u siei z Jeziora Wisztynieckiego. M — wzorzec masowy 20 bp
DNA Ladder (O’RangeRuler) (negatyw).
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Rys. 6. Segregacja alleli w mikrosatelitarnym locus BWF1 u siei

z Jeziora Wisztynieckiego. M — wzorzec masowy 20 bp DNA
Ladder (O’RangeRuler) (negatyw).
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Rys. 7. Frekwencja alleli w analizowanym locus Cocl-Lav8 u siei
z Jeziora Wisztynieckiego.

Dyskusja

Badania genetyczne sg bardzo wazne w przypadku
prowadzenia programéw hodowlanych i podczas tworzenia
stad tarfowych, gdzie gtéwnym kryterium doboru jest
zachowanie wysokiego poziomu zmiennosci genetycznej.
Informacje o strukturze genetycznej populacji sg istotne
przy tworzeniu programow ochrony gatunkéw i populacji
ryb oraz zasad gospodarowania rybami, ktére sg eksplo-
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Rys. 5. Segregacja alleli w mikrosatelitarnym locus Cocl-Lav61
u siei z Jeziora Wisztynieckiego. M — wzorzec masowy 20 bp
DNA Ladder (O’RangeRuler) (negatyw).
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Rys. 8. Frekwencja alleli w analizowanym locus Cocl-Lav28 u siei
z Jeziora Wisztynieckiego.
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Rys. 9. Frekwencja alleli w analizowanym locus Cocl-Lav61 u siei
z Jeziora Wisztynieckiego.
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Rys. 10. Frekwencja alleli w analizowanym locus BWF1 u siei z Je-
ziora Wisztynieckiego.
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atowane gospodarczo (tuczynski i in. 2003). Monitoring
genetyczny pozwala utrzymac zmienno$¢ genetyczng stad
tartowych na odpowiednim poziomie (Fopp-Bayat i Wis$-
niewska 2010).

Wspotczesne badania nad szacowaniem zréznicowa-
nia genetycznego populacji ryb opieraja sie, przede wszyst-
kim, na markerach genetycznych mikrosatelitarnego DNA,
ktore wykazujg bardzo wysoki poziom zr6znicowania gene-
tycznego (Fopp-Bayat i Ciereszko 2011).

Badania przy zastosowaniu mikrosatelitarnego DNA
prowadzono u siei z jezior potozonych na terenie Finlandii,
opracowujgc wyniki stwierdzono wysoki poziom zréznico-
wania genetycznego (Saisa i in. 2008). Analize mikrosateli-
tarnego DNA zastosowano réwniez podczas badania siei
z regionu alpejskiego, gdzie po analizie kilku populaciji,
wywnioskowano, ze stanowig te samg forme jeziorowg
(Douglas i in. 1999).

W Polsce dopiero od niedawna prowadzi sie badania
nad zmiennos$cig genetyczng tego gatunku na bazie analizy
mikrosatelitarnego DNA. W pracach Fopp-Bayat i Wisniew-
skiej (2010), na podstawie przeprowadzonych analiz mikro-
satelitarnego DNA, stwierdzono wysoki poziom zmiennosci
genetycznej siei z jeziora tebsko.

Kempter i in. (2010) badali zréznicowanie genetyczne
siei na podstawie mitochondrialnego genu ND-1. W bada-
niach okreslono zréznicowanie u dziewieciu populacji siei
(Coregonus lavaretus) pozyskanych ze zbiornikbw wod-
nych Polski, Szwajcarii oraz Austrii. Analiza haplotypow,
uzyskanych z fragmentu mitochondrialnego genomu
(ND-1), wykazata najwyzsze zr6znicowanie miedzypopula-
cyjne dla populacji siei zamieszkujgcych jeziora Insko, Mie-
dwie, Marianowo, Wisola, Sremskie, Morzycko oraz Zalew
Szczecinski i szwajcarskie jezioro Lucerne (Kempter i in.
2010).

Niniejsza analiza genetyczna stanowi pierwszg charak-
terystyke molekularng populacji siei z Jeziora Wisztyniec-
kiego. Dotychczas nikt nie opisat zmiennosci genetycznej
tej populacji. Prace nad szacowaniem zmiennosci gene-
tycznej przy zastosowaniu markeréw mikrosatelitarnego
DNA siei z Jeziora Wisztynieckiego sg badaniami pilota-
zowymi. Na podstawie wysokich wskaznikoéw polimorficz-
nosci w badanych loci (tab. 3) wida¢, ze populacja ta cha-
rakteryzuje sie wysokim poziomem zmiennosci genetycz-
nej. Przyszte badania nad tym gatunkiem powinny by¢ roz-
szerzone o analizy kolejnych loci mikrosatelitarnego DNA.
Dodatkowo nalezatoby podda¢ analizie genetycznej inne
zagrozone, badz eksploatowane rybacko populacje, w celu
ich poréwnania. Wszystkie te badania powinny by¢ prowa-
dzone przy uzyciu nowszych standaryzowanych metod
genotypowania.
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Whioski

1. W wyniku prowadzonych analiz u siei z Jeziora Wiszty-
nieckiego zaobserwowano wysoki poziom polimorfizmu
w badanych loci mikrosatelitarnego DNA.

2. We wszystkich badanych loci obserwowano liczne allele,
w obrebie 4 markeréw mikrosatelitarnych zidentyfikowa-
no 78 alleli.

3. Niniejsza analiza genetyczna stanowi pierwszg charak-
terystyke molekularng siei z Jeziora Wisztynieckiego
i potwierdza wysokg warto$¢ tej populacji dla prac
dotyczgcych zachowania bioréznorodnosci siei.
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GENETIC VARIATION OF WHITEFISH (COREGONUS LAVARETUS, LINNAEUS, 1758) FROM LAKE VISTYTIS USING

MICROSATELLITE DNA MARKERS

Marek Trella, Dorota Fopp-Bayat, Mirostaw Szczepkowski, Agnieszka Polak

Abstract. The aim of the present study was to assess the genetic variability of whitefish (Coregonus lavaretus L.) from Lake Vistytis
using microsatellite DNA markers. The genetic analysis indicated a high level of polymorphism at the investigated microsatellite loci
with 78 alleles identified among four microsatellite markers. The average values of the He, Ho, and PIC parameters were 0.92, 0.85,
and 0.89, respectively, and were high for all the studied loci. The present genetic analysis is the first molecular study of the whitefish

population from Lake Vistytis.

Keywords: genetic variability, whitefish, microsatellite DNA, genetic markers
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