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The Computer Evaluation of the Usefulness of the Protein Electrophoretical Patterns in
Diplopoda Taxonomy

Cecha uzyteczng w taksonomii moze by¢ dowolna wlasciwos¢ dotyczaca
struktury, funkcji lub zachowania (rozpatrywana w oderwaniu od organizmu),
pod warunkiem, ze mozna ja jednoznacznie zdefiniowac. W miare, jak badania
biologiczne schodza na coraz nizsze poziomy, w rozwazaniach taksonomicznych
staje si¢ mozliwe wykorzystanie coraz wigkszej liczby cech molekularnych.
Problemami tymi zajmuje si¢ chemotaksonomia i systematyka makromole-
kularna (19). Niektorzy biolodzy spodziewaja sie, ze znajomos¢ szczegolowej
struktury bialek roznych organizméw doprowadzi do taksonomii biatkowej,
uzupetniajacej genetyczny opis gatunkow.

Zanim jednak szerokie wykorzystanie automatycznych analizatoréw sek-
wencji aminokwasowych, wspomaganych przez elektroniczne maszyny cyfrowe,
stanie si¢ powszechne, wykorzystuje si¢ w chemotaksonomii posrednie metody
poréwnywania biatek roznych gatunkow. Jedng z takich metod, stosowana juz
od 20 lat, jest elektroforetyczna charakterystyka rozpuszczalnych bialek.
Niektore z wysoce powtarzalnych technik elektroforezy dyskowej w zelu polia-
krylamidowym umozliwiaja szybka ,daktyloskopi¢” ( finger printing) roz-
puszczalnych bialek, charakterystycznych dla gatunku. Na przyklad w tak-
sonomii matych zwierzat porownuje si¢ elektroforegramy biatkowe z totalnych
ekstraktow pojedynczych osobnikow.
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* Praca subsydiowana przez Instytut Zoologii PAN w ramach tematu nr MR.11.3.
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Prace taksonomiczne, w ktorych wykorzystywano metode elektroforezy
bialek, mozna podzieli¢ na 2 grupy. Pierwsza grup¢ reprezentuja badania,
w ktorych udowadniano wysoka powtarzalnos¢ metody elektroforetycznej
i wykazano, ze elektroforetyczne wzorce rozpuszczalnych bialek sa charakterys-
tyczne dla gatunkow, a nawet szczepow w obrebie tego samego gatunku. Autorzy
tych prac, nie wdajac si¢ w spekulacje filogenetyczne, potwierdzaja jedynie
wysoka przydatnos¢ metody elektroforetycznej w ustalaniu przynaleznosci
gatunkowej i szczepowej w tych przypadkach, w ktorych cechy morfologiczne
sa stabo zaznaczone lub istnieje duzy polimorfizm (3, 6, 7, 13-17, 25-28, 34,
36, 37, 39, 42, 43, 48-52). Autorzy drugiej grupy prac wychodza z zalozenia
(lub uwazaja za wysoce prawdopodobne), iz w przypadku blisko spokrew-
nionych jednostek systematycznych frakcje biatkkowe o tych samych wspol-
czynnikach ruchliwosci elektroforetycznej (R,) i tej samej morfologii repre-
zentuja homologiczne biatka (5, 9-12, 18, 22-24, 29, 32, 38, 46, 47).

Niektorzy z autorow posuwaja si¢ w interpretacjach tak bardzo, ze wspot-
czynniki podobienstwa elektroforegramow, okreslane w procentach wspolnych
frakcji biatkowych, traktuja jako wskazniki pokrewienstwa filogenetycznego
badanych gatunkow. Uwazamy, ze do takiej interpretacji nalezy podejs¢
z rezerwa i dlatego postanowilismy zweryfikowac¢ ja doswiadczalnie na przy-
kladzie krocionogow. W tym celu podjeto badania dotyczace optymalnych
warunkow elektroforetycznego rozdziatu ekstraktow bialkowych z pojedyn-
czych osobnikow krocionogow, oceniono stopien powtarzalnosci rozdziatow
dla poszczegolnych gatunkow, obliczono wspolczynniki podobienstwa takso-
nomicznego elektroforegraméw za pomoca metody taksonometrycznej oraz
skonfrontowano wyniki z istniejacym systemem Diplopoda. Realizacja przed-
ostatniego celu wymagata hipotetycznego potraktowania frakcji biatkowych
posiadajacych ten sam wspolczynnik ruchliwosci elektroforetycznej, lecz po-
chodzacych z roznych gatunkow, jako homologicznych cech taksonomicznych.

MATERIAL I METODY

Do badan uzyto, spokrewnionych w réznym stopniu, nast¢pujacych gatunkow krocionogow:
Glomeris connexa C. L. K., Glomeris hexasticha Brdt., Trachysphaera acutula (Latz.), Orthomorpha
gracilis C. L. K., Strongylosoma stigmatosum (Eichw.), Leptoiulus trilobatus trilobatus (Verh ),
Unciger foetidus (C. L. K.), Chromatoiulus projectus kochi (Verh.), Polydesmus complanatus (L.)
i Polydesmus tatranus tatranus Latz. Pozycje systematyczne tych gatunkow podaje ryc. 2. Gatunki
G. connexa, Ch. proj. kochi, P. complanatus i U. foetidus reprezentowane byly przez osobniki
obojga pici, natomiast pozostale tylko przez samice, poniewaz oznaczenie samcow wymagatoby
wypreparowania odnozy kopulacyjnych. Tak uszkodzone osobniki nic nadaja si¢ juz do badan
biochemicznych.

Krocionogi gtodzono 24 godz. (oproznienie jelita), usypiano cterem, a nast¢pnie chlodzono
i miazdzono. Miazgg homogenizowano w chlodzonym homogenizatorze przy 6000 obr./min. przez
3 min. Do homogenizaciji i ekstrakcji bialek uzywano soli fizjologicznej (zawierajacej Ssladowe ilosci
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diizopropylofluorofosforanu jako inhibitora proteaz) lub buforu Tris-glicyna o pH 8,3, uzywanego
do elektroforezy. Homogenat wirowano w temp. 4°C przy 15 000 obr./min. przez 15 min. Supernatant
oczyszczano od substancji niskoczasteczkowych na kolumienkach z Sephadexem G2$, nastepnie
rozcienczano w stosunku 1:1 i oznaczano biatko metoda Lowry i wsp. (35). Objetosci zawierajace
po 50 ug biatka (zageszczanego w razie potrzeby za pomoca glikolu polietylenowego) nanoszono na
kolumny z zelem poliakrylamidowym. Elektroforeze wykonywano, wg metody Daviesa (8),
w aparacie wlasnej konstrukcji, posiadajagcym oddzielne naczynia katodowe. Aparat ten umozliwia
rozdziaty w mikroskali, w kolumnach o wymiarach 3,0 x 45 mm, w czasie ok. 50 min., przy natezeniu
pradu 2,0 mA na 1 kolumng. W roli znacznika frontu uzywano fluoresceiny. Zele utrwalano w 15%
kwasie trojchlorooctowym i barwiono roztworem czerni amidowej 10B lub bigkitu Copmassie.
Wybarwione kolumny zelowe opracowywano densytometrycznie za pomoca aparatu Schnell-
photometer GII. Na podstawie densytogramow obliczano dla kazdej frakcji wspolczynniki
ruchliwosci elektroforetycznej (R,). Dla kazdego gatunku rozdzialy powtarzano 10-krotnie,
uzywajac za kazdym razem innego osobnika. Frakcje stale (powtarzajace si¢ we wszystkich
rozdzialach danego gatunku) z elektroforegramow wszystkich gatunkow ponumerowano wedlug
wzrastajicych wartosci R, i zestawiono w formie macierzy informacyjnej (tab. 1). Frakcje
o tych samych wartosciach R, i tej samej morfologii hipotetycznie potraktowano jako homo-
logiczne cechy taksonomiczne badanych krocionogéw. Zgodnie z procedura taksonomii numerycz-
nej wykonano obliczenia taksonomicznych wag (znaczen) poszczegélnych cech (na podstawie ich
informacyjnosci w zbiorze badanych gatunkow, rozproszenia i wzajemnych korelacji), opierajac sie
na informacyjno-wagowej metodzie taksonomii numerycznej (40, 41), wedtug nastgpujacych
algorytmow:

W, = ~log P(a))

L}

-Y P(a)log P(a)
=1

1
W, = E(Pva‘n‘ ar u/u]nl)
gdzie: a,a; — zgodnos¢ pary OTU w i-tej modalnosci cechy a; a;a; — zgodnos¢ pary OTU w j-tej
modalnosci cechy a; a,a; — niezgodnos¢ modalnosci cechy a u porownywanej pary OTU;
P(a)) — prawdopodobnienstwo i-tej modalnosci cechy a w zbiorze OTU; n — liczba réznych
modalnosci cechy a; W — waga komunikatu taksonomicznego.
Natomiast wspolczynniki zwiazku taksonomicznego (T,,) dla wszystkich par OTU z formuly:

X W,

=4
=3

2 W

gdzie: z — liczba cech zgodnych; s — liczba wszystkich cech; aa — dowolny komunikat
taksonomiczny zwiazany z dowolna cecha a.

Wspolczynniki T, dla wszystkich par OTU zestawiono w formie macierzy. Nastepnie
macierz poddano grupowaniu hierarchicznemu metoda Bery’ego (4) i uzyskano dendrogram
bedacy graficznym obrazem zwigzkow taksonomicznych miedzy badanymi gatunkami. Oblicze-
nia komputerowe byly wykonywane w Osrodku Obliczeniowym Uniwersytetu Marii Curie-
-Sklodowskiej w Lublinie.
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WYNIKI I ICH OMOWIENIE
A. Wyniki doswiadczen metodycznych

We wstepnych doswiadczeniach wykonywano rozdzialy totalnych ekstrak-
tow biatkowych Diplopoda, oczyszczanych (jak podawala wigkszos¢é autorow)
droga dializy. Dawato to nie najlepsze rezultaty rozdzialow, zwlaszcza w ele-
ktroforegramach o duzej liczbie frakcji. W zwiazku z tym zdecydowano si¢
oczyszczaé ekstrakty od substancji niskoczasteczkowych na kolumienkach
(4 x 80 mm) z Sephadexem G25. Rezultaty okazaly si¢ zadowalajace. Uwazamy
wiec, ze wstepne oczyszczanie roztworow ta metoda jest niezbednym warunkiem
otrzymania dobrych rozdzialow i z powodzeniem zast¢puje ultrawirowanie.
Doswiadczenia pozwolily rowniez ustali¢, ze lepsze i bardziej powtarzalne
wyniki daje homogenizacja stawonogow w plynie fizjologicznym z dodatkiem
inhibitora proteaz niz, jak podaje wickszo$¢ autoroéw, w roztworze buforowym
Tris-glicyna, uzywanym do elektroforezy w charakterze elektrolitu. Rezygnacja
z uzycia tego buforu posiada jeszcze i t¢ zaletg, ze Tris znieksztalca wyniki
oznaczen biatka przy uzyciu barwnika Folina, stosowanego w metodzie
Lowry (26). Ustalono tez, ze jakosciowo lepsze elektroforegramy otrzymuje
sie wowczas, gdy kolumny z zelem sa w trakcie elektroforezy chtodzone biezaca
woda. Okazalo si¢, ze elektroforegramy bialek krocionogoéw sa najbardzie)
czytelne, jezeli droga rozdzialu wynosi 40 mm. W tym celu skonstruowano
specjalny aparat do elektroforezy, ktory posiada jedno naczynie anodowe
i oddzielne naczynia katodowe. W kazdym z nich umieszcza si¢ jedng kolumne
z zelem. Umozliwia to przerwanie rozdzialu dowolnej kolumny niezaleznie od
pozostatych, wowczas gdy znacznik frontu osiagnie doktadnie 40 mm w kazdej
kolumnie. Z naszych doswiadczen wynika, ze do barwienia elektroforegramow
dla celow porownawczych lepiej jest zamiast bigkitu Coomassie uzywac czerni
amidowej, gdyz daje ona w odroznieniu od bigkitu nieco odmienne zabarwienia
roznych kompleksow biatkowych. Pomaga to w identyfikacji frakcji nie tylko
na podstawie wartosci R, lecz rowniez w oparciu o rézne odcienie dyskow
i ich odmienna morfologi¢ (,,ostre”, dyfuzyjne, szare, czarne, brunatne, szare
z ro6zowym odcieniem itp.). We wstepnych doswiadczeniach ustalono tez, ze
w celu unikni¢cia blednych interpretacji niezbedne sa dodatkowe rozdzialy
elektroforetyczne mieszanki roztworow bialek z tych gatunkow, u ktérych
znajduje si¢ wspolne frakcje o tej samej wartosci R,. Niezbedne jest prze-
strzeganie nastgpujacego kryterium identycznosci wspotczynnikow R, frakcji
z roznych elektroforegramow: frakcje biatkowe pochodzace z roznych zrodel
maja ten sam wspolczynnik ruchliwosci elektroforetycznej tylko wtedy, gdy
w elektroforegramach z mieszanki tworza jeden dysk o sumarycznej koncen-
tracji biatka, co tatwo jest oceni¢ na podstawie densytogramu.
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B. Wyniki taksonometrycznej oceny podobienstw
elektroforegramow

Wspolczynniki ruchliwosci elektroforetycznej stalych frakcji bialkowych
badanych krocionogow przedstawia macierz informacyjna (tab. 1). Frakcje te
mozna podzielic ze wzgledu na ruchliwosé elektroforetyczna, koncentracje
i morfologi¢ na 4 grupy:

1. Frakcje stale (FS), czyli takie, ktore powtarzaja si¢ we wszystkich
elektroforegramach danego gatunku, niezaleznie od plci 1 wieku badanych
osobnikow. Tylko takie frakcje uwzgledniano przy porownywaniu elektrofore-
gramow badanych gatunkow. Zasade wyboru frakcji stalych pokazuje ryc. 1 na
przykladzie elektroforegramu G. connexa.

kb bkttt

j

Ryc. 1. Przyklad opracowania wynikow elektroforezy; Kd — krzywa densytometryczna,
ef — elektroforegram bialek Glomeris connexa C. L. K., | — frakcje stale, s — start
Example of elaboration of electrophoresis results; Kd — densitometric curve, ef — electrophoregram
of Glomeris connexa C. L. K. proteins, | — solid fractions, s — start

2. Frakcje zmienne (FZ) to takie, ktore pojawiaja si¢ tylko w elektrofore-
gramach niektorych osobnikow, lub takie, ktorych koncentracja jest niewielka
1 zmienna. FZ nie brano pod uwage.

3. Frakcje gatunkowo specyficzne (FG), czyli zawsze powtarzajace sie
W elektroforegramach tego i tylko tego gatunku.

4. Frakcje wspolne (FW), czyli wystepujace w elektroforegramach co naj-
mniej 2 gatunkow. Sposréd nich nie uwzgledniows 3 unimodalnych frakciji,
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Tab. 1. Macierz
Information

fr::::ji 1| 2(3]a|ls]efl2]8 |9 |w0]m|2]13[1a]15[16]17]18]19]20]2 (22

o, Fs 003 {004 0,05 |0.06 |0.07]0,12{0,13 {0.14 {0.15[0.16 |0,18 |0.20 |0.24 [0.26 [0.28 |0,30|0.33 |0.34 |0,35 [0,37 | 0,39 |0.42
A o(1|j0(ojo|jofo0ofojoj0j0y0|0j0j0j0[|0OJ0O}|1(0O]2]0
B fjofojojofofoj2jo0fofojojrfojojojojl2y10;0f{oj|o
C ojof1f{oy1y1fo0y0j0j1fo|trjrfofoj2(0f{o0|0j0f(0|0
D ojofofojrjof1{oejojofojojoj1fo0ojojo0f{o|1j0(f0]|2
E 1frjtfofrjrytrfojr|trfryrjofr1fojojofojoj1rjofo
F 1{1jt1fofrjtr|1rfofjr|1f{trjrjofojojojofojojt|o]o
G o|o|1|{0oj0O|O}O(O|OfO|O|Of(O|O]|2(0{0OjO|0O(0O]O]O
H ojt1|1fojof|1fojojof1j1jofoj1j0(0f({1j0|1{0j0]|0
I ojojof1j0|0fOjO]J1f{O]|1]|Of1}]1]0fO|1]|O(O0O]O|O]|O
J ojojojrfojojojof1joj1foj1j1j0f0}1;0§j110]1010
Objasniania: A-J — symbole OTU jak na ryc. 2, 0 — brak frakcji biatkowej, | — obecnos¢ frakcji bialkowej, 2 - frakcje

gatunkowe specyficzne.

tj. takich, ktore wystepowaly w elektroforegramach wszystkich gatunkow
(R, =0,12, 0,19 i 0,67), gdyz zgodnie z formula taksonomii wagowej wagi
cech unimodalnych sa rowne zero.

Wsrdd statych frakcje kazdego gatunku przewazaly FW. Liczba FG byla
niewielka (1, 2 lub 4). U 2 gatunkow krocionogow (H, J) FG w ogdle nie
stwierdzono (tab. 1). Mimo to elektroforegramy kazdego z gatunkow okazaly
sic swoiste w tym sensie, ze przestrzenny rozkiad poszczegolnych frakcji,
ich morfologia i koncentracja tworzyly niepowtarzalny wzor, tak bardzo
charakterystyczny, ze zwykly ,rzut oka” pozwala na rozpoznanie gatunku,
z ktorego ten rozdziat pochodzi.

Zastosowanie informacyjno-wagowej metody taksonometrycznej pozwolilo
na obliczenie wspolczynnikow zwiazku taksonomicznego (T,,) pomigdzy
kazdym z badanych gatunkow (reprezentowanym w tym przypadku przez zbior
frakcji jego rozpuszczalnych bialek) a kazdym innym. Wyniki obliczen przed-
stawia macierz wspolczynnikow T,, (tab. 2).

Jezeli pary OTU ulozymy w kolejnosci zmniejszania si¢ wartosci ich T,,,
to otrzymamy ciag, ktory przedstawiono w tab. 3. Najwyzsza wartosc¢ przyj-
muje wspotczynnik T = 0,6550. Charakteryzuje on zwiazek taksonomiczny
2 blisko spokrewnionych gatunkow rodzaju Polydesmus, tj. P. complanatus
i P. tatranus tatranus. Drugi co do wielkosci wspolczynnik (7,) dotyczy
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informacyjna

matrix
23 |24 (25 |26 (27|28 |29 | 30 [ 31 |32 |33 |34 |35 |36 37|38 |39 |d0 |41 |a2]|43 |44 |4as]|a6 |4
045|046 [0,47 |0.48 [0.49 |0,50 {054 |0.55 [0.58 |0.61 0,62 |0.63[0.65|0.70]0.720,73 [0,75 0,76 {0.79 [0.82 |0.86 |0,89 [0.95]0.96 |0.98
oji1(fojofojofo|jofojo0j0|2|2|0|/O0fO0Of2|O0|1]O|1|{OfO]|O]!1
2|j0/0!0fl0Oj1|0OJOf2]0f0O|0O|Of(O|O|Of(O|O|OfO|O}jO}|O]|O]1
ojofojofojofojr1foj1fojo|j0j0|0O|O[(0O|2]0f0O|0O|O0O|O0|0O]1
ofrfofojoy0jo0j|1f(0f1(0|0|0[(O0O|0O}2(0O|0|1{0[0]JOf{0O|O0]|O
0jof2jo0fojofojofojofojofojojofofojo|o0|(o0j1{0f(0j1]0
0j0sdgO0|Of2|0Of(O|OfO|jO|O|OfOJjO|1[0O]O|O]O{0O|O(2(0]0]|0O
ojofojofojr1j0jo0j0|0|1(0fO|2|0|OjO|OfO]JOJOfO[2]|0]|!
o|jofojofof1{1|jojojojojofo0jOo|1|(O|O|OfO]JO|OfOfO |1 |1
ojofo|lofoloOoj1|j0|0O|JOjO(O|JOjO|1|fO]|O|O[(O]JO|L|[O]JO]|1]|I1
ojofof2jofo|1f{o|0|OjO|O|O)jO|1|OjO{O|O|27|1|{O]|O]|1L]|[]1

Explanation: A-J — species symbols as in Fig. 2, 0 — absence of protein fraction, 1 — presence of protein fraction, 2 — specific

fractions of species.

gatunkow rodzaju Glomeris, tj. G. connexa i G. hexasticha (porownac z ryc. 2).
Tak wiec wspotczynniki zwiazku taksonomicznego najbardziej spokrewnionych
(sposrod badanych) gatunkow okazaly sie najsilniejsze, a wniosek stad ptynacy
Jest taki, ze przynajmniej niektore wspolne frakcje biatkowe dla gatunkow tego
samego rodzaju reprezentuja rzeczywiscie homologiczne biatka. Na tym w zasa-
dzie konczy si¢ zgodnosc¢ naszych wynikow z przyjetym systemem Diplopoda.
Spojrzmy bowiem na trzeci co do wartosci wspolczynnik zwiazku taksonomicz-
nego, tj. T, = 0,4911. Gatunki H i J, czyli T acutula i G. connexa naleza
do 2 rodzin z rzedu Oniscomorpha (poréwnac z ryc. 2), lecz ten najnizszej
rangi wspolny dla 2 gatunkéw takson reprezentuje az rzad (!). Mialzeby wiec
by¢ zwiazek na poziomie rzedu na drugim miejscu po zwiazkach wewnatrz-
rodzajowych? Na czwartym miejscu w tab. 3 znajduje si¢ zwiazek T,p, t.
pomi¢dzy U. foetidus i1 Ch. projectus kochi. Taksonem najnizszej rangi,
do ktorego te gatunki naleza, jest podrodzina Brachyiulinae. A wigc zwiazek
w obrebie tej podrodziny okazal si¢ stabszy niz wewnatrz wymienionego
poprzednio rz¢du Oniscomorpha (!). Zwro¢my uwage jeszcze na pewien zbieg
okolicznosci. Szoste miejsce w tab. 3 przypada na T, = 0,4657. Wspol-
czynnik ten reprezentuje najsilniejszy sposrod zwiazkow wewnatrzrodzinnych
(rodzina Iulidae). Najslabszy za$ zwiazek wewnatrzrodzinny, tj. T,. = 0,3433
(18 miejsce w tabeli), przypada na par¢ OTU, dla ktorych wspolnym taksonem
najnizszej rangi jest rowniez ta sama rodzina lulidae.
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Tab. 2. Macierz wspotczynnikow T, poszczegolnych par elektroforegramow biatkowych badanych
gatunkow Diplopoda
Matrix of T,, coefficients of individual pairs of protein electrophoregrams of the studied Diplopoda

A | 1,0000

B | 0,3168 11,0000

C | 0,3433 04120 1,0000

D | 04842 10,3261 04657 1,0000

E | 0,2241 10,2705 10,3225 0,2818 1,0000

F | 02115 0,2956 0,3477 0,3069 0,6550 1,0000

G | 03116 04470 04047 03210 02962 03214 1,0000 :

H | 03345 03379 03522 10,3438 03499 03751 0,3689 1,0000

1103027 03385 03219 03120 0,3573 03448 0,2955 04785 1,0000

J ] 03153 06,3132 0,2967 03246 03322 03196 02704 04911 0,6101 1,0000
A B @ D E F G H [ J

Oznaczenia literowe gatunkow (OTU) jak na ryc. 2.
Letter symbols of species (OTU) as in Fig. 2.

Nie bedziemy komentowali wszystkich sprzecznosci wynikajacych z po-
rownania tab. 3 z pozycja systematyczna badanych krocionogow. Zaintere-
sowany czytelnik moze je fatwo odnalez¢ przez porownanie tab. 3 z ryc. 2.

Efekt grupowania hierarchicznego macierzy 7T,, za pomoca metody
Bery’ego przedstawia dendrogram przypominajacy drzewo rodowe (ryc. 3).
Analiza dendrogramu daje wiele informacji i nie sposob jest wszystkich omowic.
Ograniczymy si¢ tylko do najistotniejszych. Pierwsze cigcie, na wysokosci
0,328t > T* > 0,3120, przeciwstawia gatunki rodzaju Polydesmus (E i F)
wszystkim pozostatlym. Z punktu widzenia morfologii i anatomii Diplopoda nie
byloby to uzasadnione. Jesli trzeba by bylo rodzajowi Polydesmus przeciwstawié
ktores z badanych przez nas gatunkow, to bytoby to stuszne jedynie w stosunku
do H, 11 J, czyli gatunkéw reprezentujacych nadrzad Opisthandria, do ktorych
rodzaj Polydesmus nie nalezy (porownac z ryc. 2). Drugie cigcie dendrogramu,
na wysokosci 0,3617 > T > 0,3281, dzieli zbior badanych gatunkéw na 3 pod-
zbiory tej samej rangi: EF, IJH oraz ADBGC. Podzbiory te reprezentuja
w obecnym systemie Diplopoda gatunki z taksonow bardzo roznej rangi.
EF naleza do rodzaju Polydesmus, IJH — do rzgdu Oniscomorpha (nadrzad
Opisthandria). Te 2 grupy mozna by wzajemnie przeciwstawic, co wczesniej
byto juz sygnalizowane. Nie mozna si¢ natomiast zgodzi¢ na utworzenie z grupy
ABCDG taksonu tej samej rangi co rodzaj Polydesmus z jednej strony i rzad
Oniscomorpha — z drugiej. Propozycje taka potraktowano by jako niedorzecz-
nos¢. Jednakze fakt, iz T acutula z rodziny Gervaisiidae nawiazuje w pewnym
stopniu do 2 gatunkow z rodzaju Glomeris z sasiedniej rodziny Glomeridae,
byt dla nas swego rodzaju zaskoczeniem. Jest to bowiem jedyny przyklad pewnej
zgodnosci dendrogramu z systemem Diplopoda na tak wysokim poziomie
hierarchii taksonomiczne;.

* Przeci¢tna.
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Ryc. 2. Polozenie systematyczne badanych gatunkoéw Diplopoda (na podstawie Stojatowskiej, 1961);
A-J — symbole gatunkow (OTU)
Systematic position of the studied Diplopoda species (according to Stojalowska, 1961);
A-J species symbols (OTU)
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Tab. 3. Kolejnos¢ wartosci zwiazkéw taksonomicznych (7;,) migdzy OTU
Order of values of taxonomical relations (7;,) between OTU

KW
T OTU 1 WT Nazwa WT
1 EF 0,6550 rodzaj Polydesmus
2 1 0,6101 rodzaj Glomeris
2 HJ 0,4911 -rzad Oniscomorpha
4 AD 0,4842 podrodzina Brachyiulinae
S HI 0,4785 rzad Oniscomorpha
6 CD 0,4657 rodzina lulidae
7 BG 0,4470 rodzina Strongylosomatidae
8 BC 0,4120 nadrzad Proterandria
9 CG 0,4047 nadrzad Proterandria
10 FH 0,3751 gromada Diplopoda
11 GH 0,3698 gromada Diplopoda
12 EI 0,3573 gromada Diplopoda
13 CH 0,3522 gromada Diplopoda
14 EH 0,3499 gromada Diplopoda
15 CF 0,3477 nadrzad Proterandria
16 FI 0,3448 gromada Diplopoda
17 DH 0,3438 gromada Diplopoda
18 AC 0,3433 rodzina Iulidae
19 BI 0,3385 gromada Diplopoda
20 BH 0,3379 gromada Diplopoda
21 AH 0,3345 gromada Diplopoda
22 EJ 0,3322 gromada Diplopoda
23 BD 10,3261 nadrzad Proterandria
24 DJ 0,3246 gromada Diplopoda
25 CE 0,3225 nadrzad Proterandria
26 Cl 03219 gromada Diplopoda
27 GF 0,3214 rzad Proterospermophora
28 DG 0,3210 nadrzad Proterandria
29 FI 0,3196 gromada Diplopoda
30 AB 0,3168 nadrzad Proterandria
31 Al 0,3153 gromada Diplopoda
32 BJ 0,3132 gromada Diplopoda
33 DI 0,3120 gromada Diplopoda
34 AG 0,3116 nadrzad Proterandria
35 DF 0,3069 nadrzad Proterandria
36 Al 0,3027 gromada Diplopoda
37 CJ 0,2967 gromada Diplopoda
38 EG 0,2962 rzad Proterospermophora
39 BF 0,2956 rzad Proterospermophora
40 Gl 0,2955 gromada Diplopoda
41 DE 0,2818 nadrzad Proterandria
42 BE 0,2705 rzad Proterospermophora
43 GJ 0,2704 gromada Diplopoda
44 AE 0,2241 nadrzad Proterandria
45 AF 0,2115 nadrzad Proterandria

Objasnienia: KW T;, — kolejna wartos¢ wspolczynnika T,,; WT — najnizsza ranga taksonu wspolnego dla danej pary OTU;
symbole par OTU jak na ryc. 2.

Explanation: KW T,, — successive value of T,, coefficient; WT — the lowest rank of taxon shared by a given OTU pair;
symbols of OTU pairs as in Fig. 2.

Nastepne cigcie dendrogramu, na wysokosci 0,4084 > T > 0,3617, jest
interesujace z dwu powodow. Po pierwsze dlatego, ze wyraznie wyodrebnia pare
gatunkow AD, tj. U. foetidus i Ch. projectus kochi, co jest na pewnym poziomie
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zgodne z systemem Diplopoda (gatunki podrodziny Brachyiulinae), a po wtore
dlatego, ze wyodrebnia rowniez zupetnie absurdalng grup¢ BCG i to tej same;j
hierarchii co para AD. Absurdalnos¢ blizszych zwiazkow tej trojki wynika stad,
ze gatunek C (L. trilobatus trilobatus) nalezy do zupelnie innego rzedu niz
gatunki B i G, czyli S. stigmatosum i O. gracilis (porownac ryc. 2 i 3). Wszelkie
mozliwe ci¢cia dendrogramu powyzej T = 0,4470 nie wnosza juz zadnych
istotnych informaciji.

-
sl
Tz

0,6550 | _ —

0,6101

0,4848 |
06842) o == = e m=— -

04470 L _
0,4084 |

03017y o SV E LV A S R
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Ryc. 3. Dendrogram zwiazkow taksonomicznych pomiedzy elektroforegramami bialek badanych
Diplopoda; A-J — symbole gatunkéw jak na ryc. 2
Dendrogram of taxonomic relations between protein electrophoregrams of the studied Diplopoda:
A-1J species symbols as in Fig. 2

DYSKUSIJA

Po wykonaniu serii wstgpnych prob okazalo sie, ze otrzymuje sie wysoce
powtarzalne rozdzialy elektroforetyczne z roznych osobnikow tego samego
gatunku pod warunkiem, ze: 1) homogenizacje stawonogow i ekstrakcje bialek
Przeprowadza si¢ nie w buforze uzywanym do elektroforezy, lecz w roztworze
soli fizjologicznej z dodatkiem inhibitora proteaz; 2) ekstrakty oczyszcza sie
na kolumienkach z Sephadexem; 3) kolumny z Zelem chtodzi si¢ w trakcie
elf:ktroforezy do temperatury biezacej wody, nie za$ bliskiej 0°C, jak to czynito
Wl;kszoéé autorow. Wynika to prawdopodobnie stad, ze w temperaturach
bliskich 0°C dochodzi do dysocjacji niektorych agregatow biatkowych w wyniku
Zmian organizacji czasteczek wody w tej temperaturze. Zmiana uporzadkowania
fozpuszczalnika odbija si¢ bowiem na strukturze czwartorzedowej, ze wzgledu
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na rol¢ oddziatywan hydrofobowych w utrzymywaniu struktury trzecio- i czwar-
torzedowej biatka (33). Z faktu wysokiej swoistosci gatunkowej biatkowych
finger print wynika niezaprzeczalna przydatnos¢ elektroforezy w taksono-
micznej diagnostyce na poziomie gatunkowym. Metoda ta powinna by¢ wy-
korzystywana zwlaszcza w tych przypadkach, w ktorych istnieja klopoty
z oznaczaniem osobnikow na podstawie cech morfologicznych. Na przykiad
w taksonomii Diplopoda nierzadkie sa klopoty z oznaczaniem samic. Czesto
jedynym pewnym kryterium przynaleznosci gatunkowe;j jest znalezienie kopu-
lujacej pary. Natomiast w przypadku oznaczania miodocianych stadiow roz-
wojowych diplopodolodzy bywaja bardzo czgsto bezradni. Jest wigc pilna
potrzeba wykonania w celach diagnostycznych wzorcowych elektroforegramow
tych wszystkich gatunkow, ktorych oznaczanie na podstawie morfologii jest
ktopotliwe lub, jak w przypadku larw, czasem wrecz niemozliwe.

Rozpatrzmy obecnie, na ile mozliwe jest wykorzystanie biatkkowych finger
print do badan filogenetycznych. Z danych dotyczacych fizykochemii biatek
wynikaloby, ze tego rodzaju badania nie upowazniaja do wyciagania jakich-
kolwiek wnioskow filogenetycznych. Trudno jest bowiem zgodzic si¢ z zatoze-
niem, ze frakcje bialkowe o tej samej ruchliwosci elektroforetycznej, lecz
pochodzace z rdznych zrodet, na pewno reprezentuja homologiczne biatka. Jesli
bowiem wzia¢ pod uwage czynniki warunkujace szybkos¢ przemieszczania si¢
molekuly bialkowej w polu elektrycznym przez pory zelu, to okazuje sig, ze
oprocz tadunku czasteczki i jej masy w gre wchodzi tak wiele czynnikow (ksztatt,
elastycznosé, lepkosc, stabilnosé w polu elektrycznym itp.), iz nieuchronny jest
wniosek, ze zaleznos¢ migdzy sekwencja aminokwasowa czasteczki a wspotczyn-
nikiem jej ruchliwosci jest na tyle nieokreslona, ze zupetnie rozne biatka moga
mie¢ nierozroznialny w danych warunkach wspotczynnik R,. Dowodem na to
jest fakt, iz jednorodnosc elektroforetyczna jako kryterium czystosci preparatu
biatkowego czasem zawodzi. Roznice ruchliwosci elektroforetycznej biatek
zaleza bowiem nie tylko od ich masy czasteczkowej i polarnych reszt amino-
kwasow, lecz takze od aminokwasow decydujacych o charakterze domen tzw.
struktury superdrugorzedowej. Chodzi tu o aminokwasy heliksotworcze (helix
making), przerywajace helix (helix breaking), a takze neutralne, wchodzace
w skiad zakretow tancucha (chain reversals) i struktur B (33). Od charakteru
domen i relacji przestrzennych miedzy nimi zalezy bezposrednio struktura
trzeciorzedowa. Ta zas wespot z rozpuszczalnikiem okresla ostatecznie strukture
czwartorzedowa, ktora wraz z masa i tadunkiem wspotdecyduje o ruchliwosci
elektroforetycznej molekuly. Biorac to pod uwage dochodzi si¢ do wniosku, ze
nie moze tez istnie¢ prosta zalezno$¢ migdzy wielkoscia zmiany sekwencji biatka
w trakcie ewolucji a wielkoscia zmiany jego ruchliwosci elektroforetyczne;j.
A wigc nie tylko rozne biatka moga miec ten sam wspolczynnik R, ale z kolei
biatka homologiczne, niewiele rozniace si¢ sekwencja (czasem tylko jednym
aminokwasem, jak na przykiad hemoglobina A i hemoglobina S), moga mie¢
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bardzo r6zna ruchliwos¢ w polu elektrycznym. To ostatnie zjawisko jest zreszta
codziennie wykorzystywane w kazdym laboratorium, gdzie rozdziela si¢ elektro-
foretycznie na przyktad rozne warianty hemoglobiny czy izoenzymow do celow
diagnostycznych.

Aby praktycznie zweryfikowaé stuszno$¢ naszych przewidywan, zastoso-
walismy do oceny podobienstw elektroforetycznych wzorcow biatkowych
komputerowa obrobke danych, opierajac si¢ na jednej z metod taksonomii
numerycznej. Uzyskane w ten sposob wyniki potwierdzily te przypuszczenia.
Spodziewalismy sie jednak wigkszych rozbieznosci w konfrontacji wynikow
z istniejacym systemem Diplopoda. Tymczasem okazalo si¢, ze mimo generalne;j
rozbieznosci wynikow z systemem krocionogow otrzymano tez w kilku punk-
tach pewne relacje zgodnosci. Proponujemy nast¢pujaca interpretacje tej
pozornej sprzecznosci:

Powszechnie wiadomo, ze w trakcie ewolucji molekuty biatkowe uzyskuja po
pewnym czasie optymalna dla swoich funkcji strukture. Od tego momentu biatka
staja si¢ konserwatywne w tym sensie, ze zachodzace w nich zmiany sekwencji
aminokwasowej sa odrzucane wskutek selekcji naturalnej. Znanym przykladem
skrajnie konserwatywnych bialek sa histony. Prawdopodobnie w przyrodzie
istnieje takich bialek wiele. Nalezy si¢ spodziewaé, ze kazda jednostka sys-
tematyczna posiada takie wlasne konserwatywne biatka, ktore sa charak-
terystyczne tylko dla jej przedstawicieli. Jesli tylko niektore z nich maja nie-
rozroznialny wspolczynnik ruchliwosci elektroforetycznej, to istnieje pewne
prawdopodobienstwo, ze znajdziemy je w elektroforegramach spokrewnionych
gatunkow w postaci frakcji o tym samym wspoiczynniku R,. Prawdo-
podobienstwo to jest oczywiscie tym wigksze, im bardziej spokrewnione
gatunki sa badane. Dlatego tez wynik poréwnania ich elektroforegramow moze
by¢ w jakims stopniu zgodny z ich rzeczywistymi stosunkami filogenetycznymi.
Jednak w przypadku niezgodnosci nie ma w zasadzie podstaw do wyciggania
Jjakichkolwiek wnioskow filogenetycznych. O wiele czesciej biatkowe frakcje
0 tym samym wspotczynniku R, lecz pochodzace z roznych gatunkow, beda
reprezentowaly zupelnie rozne czasteczki o nieporownywalnej funkcji. Wige jesli
na podstawie nierozroznialnosci wspolczynnikow R, potraktuje si¢ je jako
cechy homologiczne, to efekt moze okazac si¢ (jak wykazuja nasze doswiad-
czenia) zwyklym nieporozumieniem.

Reasumujac nalezy stwierdzic, ze nie ulega watpliwoscli, iz elektroforetyczne
wzorce biatkowe moga mie¢ istotna wartos¢ w taksonomicznej diagnostyce na
poziomie gatunku i mniejszych taksonow. Metoda elektroforetyczna moze sie
tez okaza¢ przydatna do wykrywania gatunkow blizniaczych, co jest niezwykle
wazne, np. w parazytologii. Jednak wykorzystywanie jej w roli kryterium
pokrewienstwa filogenetycznego jest z cala pewnoscia nieuzasadnione.

Mozna si¢ jednak spodziewac, ze zastosowanie histochemicznych metod
identyfikacji bialek enzymatycznych w elektroforegramach moze dostarczac
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uzasadnionych wnioskow filogenetycznych, ale najwyzej w ramach taksonow
rangi gatunkowej i rodzajowej. Ostatnio juz coraz czg¢sciej ukazuja si¢ ba-
dania oparte na takiej metodyce. Dobrym przykladem moga tu stuzyé prace
Abrahama i Doanego (1), Koroczkina (31), Koroczkina i wsp. (30),
Iwaszczenki i Koroczkina (20, 21) oraz Backera (2), w ktorych o sto-
sunkach filogenetycznych w rodzaju Drosophila wnioskuje si¢ na podstawie
podobienstwa profili izoenzymow z grupy esteraz i amylaz.
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PE3IOME

Paipa6oTaHo onTHMasbHbIE YCIOBHS BbIAEJEHHA PAacTBOPHMBIX O€NKOB H3 OTAENbHBIX
ocobeit Diplopoda npu momouin 3nekTpodopesa B MNOJUKPBIIAMHAHOM reje. YCTAaHOBJEHO,
410 6eKOBbIE INEKTPOPOPErpaMMbl XaPAKTEPH3YIOTCA BBICOKOW MOBTOPHMOCTBIO M BMIOBOM
cneunpHYHOCTbIO.

BenkoBnle ¢pakuuu ¢ TakuM ke KOIPDHUIIHEHTOM 31EKTPOPOPETHYECKOH MOABUNKHOCTH,
OoTHOcsIeeca K mexTpodoperpammam 10 Bunos Diplopoda ObinH THNOTETHYECKH 3a4MCIIEHBI
K FOMOJIOrH4€CKHM TaKCOHOMHYECKHM NPH3HAKAM, YYHTHIBAS MPEANOCHIIKH HEKOTOPBIX ABTOPOB.
Ha 3toM ocHOBaHMH N0 HHPOPMALHOHHO-BECOBOMY METOAY ObIN BLIMHCJEH KOIPOHUHEHT
TAKCOHOMMYECKON CBA3H C OTAENBHBIMH BHAAMH. BONLUIHHCTBO pe3y/nbTaTos, MOYYEHHBIX
MO 3TOMY METOAY OKa3ajaoCh B MPOTHMBOPEYHHM C CYLUECTBYIOUIMM TaKCOHOMHHCCKMM [E/IEHHEM
Diplopoda. B cBsi3u C 3THM aBTOpLI TPHILIW K BBIBOAY, YTO Oe€JKOBble (QPAKUMM C T4KHM
K€ KOIPPHUUHEHTOM 3JIEKTPOPOPETHHECKOH TMOABHXHOCTH, HO OTHOCSIUHECS K Pa3jIHMHBIM
HCTOYHHKAM, Yallle BCEro NpeAcTaBifloT coboi padHble HesikoBbIE MOJIEKYIbl H HCOMPABAAHHBIM
KaXEeTCA OTHECTH HX K rOMOJIOTHYECKHM TaKCOHOMHMYECKHM MpH3HakaM. M mo3TroMy aBTOpbI



KoMnbioTepHas OlLieHKa NPHIOJHOCTH 3EKTPO(QOPETHUECKHX. .. S1

CYHTAIOT, 4TO 3JIeKTpodopeTHYeckHe GENKOBLIE CTAHAAPTHI MOXHO MPHMEHATb B TAKCOHOMHH
JIHUB B KAYeCTBE JHArHOCTHYECKHX CTAH/IApPTOB Ha YPOBHE BMJAa H HH3LLUHX TAKCOHOMHHYECKHX
CIHHHIL,

SUMMARY

The optimal conditions for the distribution of the soluble proteins from Diplopoda individuals
by means of the polyacrylamide gel electrophoresis were worked out. It was determined that the
protein electrophoregrams were characterized by their high repeatability and the species specificity.

The protein fractions of the same electrophoretical mobility coefficients coming from the
electrophoregrams of 10 Diplopoda species were hypothetically treated as the taxonomic homologic
features, just like it was suggested by some authors. On the basis of this similarity coeflicients among
the individual species were calculated using the informational-weight method of the numerical
taxonomy. The majority of the obtained results appeared to be inconsistent with the existing
Diplopoda taxonomic divisions. Thus, the authors suggest that the protein fractions of the same
electrophorstical mobility coeflicients but of the different origin are most often the different protein
molecules and their treatment as the taxonomic homologic features is not justifiable. That is why the
authors believe that the electrophoretical protein patterns can be used exclusively as the diagnostic
ones in the taxonomy at the level of the species and the lower taxonomic units.
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