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Abstrakt

V tomto prispevku su zhrnuté priebezné informacie o vyvijanej internetovej
aplikacii zameranej na determinaciu druhov pomocou molekularnych markerov.
Pre determinaciu druhov boli zvolené viaceré typy molekularnych dat, jednotlivé
techniky su testované na modelovych taxénoch a nasledne budu vypracované
postupy na ziskavanie dat, ich spracovanie a pouzitie v prostredi web-aplikacie
na presnu determinaciu druhov.
Uvod
V poslednej dobe sa v suvislosti s determinaciou druhov stale CastejSie spaja
vyuzivanie molekularnych dat. Je to jednak preto, ze naklady na ich ziskanie sa
neustale zniZuju a tieZ preto, Ze na celom svete vznikaju a su nestale dopifiané
internetové databazy s referenénymi datami. Tieto databazy su vSak skoro
vyluéne zamerané na determinaciu pomocou takzvanych Bar koédov, €o je
kratka sekvencia mitochondrialneho génu pre cytochrém oxidazu. Tieto
sekvencie su sice vysoko (druhovo) Specifické, vyzaduju vSak sekvenovanie
DNA, ¢o zatial nie je metdéda, ktorG mozno bezne aplikovat v kazdom
laboratoriu (vyzaduje to vlastnit sekvenator, ¢o je finan€ne velmi narocné,
alebo vzorky odosielat do externej sluzby a nasledne editovat’ surové data, ¢o
vyzaduje prax a skusenosti). Vyuzivanie molekularnych dat na determinaciu ma
aj dalSiu vyhodu a to, ze ziskané data nie su zavislé na vyvinovom §tadiu, ani
na zachovani délezitych morfologickych Struktur. Preto je mozné determinovat
zlozky Studovanej fauny presnejSie, aj na zaklade larvalnych Stadii, di
poskodenych, nekompletnych jedincov.

V suc€asnosti su stale mnohé ekologické Studie, ¢i monitoring biotopov
a ekosystémov, odkdzané na determinaciu zloziek fauny na zaklade mor-
fologickych znakov. Casto sa potom stava, Ze niektoré taxény st uréené iba do
rodu, ¢i dokonca len do vy$Sich taxonomickych skupin. Désledkom toho je
vyrazna strata dblezitych dat a skreslené vysledky. Hydrobiologicky vyskum je
toho velmi dobrym prikladom. Vzorky odobrané v teréne obsahuju velké
percento jedincov v larvalnom S$tadiu (napriklad hmyz), €erstvo vyliahnuty
ploédik, ¢i poSkodené jedince, ktoré su schopni ur€it len experti s dlhoroénou
praxou, respektive ich nie je mozné urcit do druhu vébec. V takom pripade je
jedinou moznostou ako takéto vzorky urcit, vyuzitie molekularnych technik.

Samozrejme, okrem samotného sekvenovania DNA existuje viacero
technik, ktoré sice nie su az tak Specifické, ak vSak existuju data z predbeznej
determinacie (napriklad do ¢elade, rodu) a jednéa sa o lokalne vzorky (napriklad
z naSej fauny), je mozné vytvorit subor referenénych dat a nasledne vysledky
tychto analyz jednoducho a efektivne vyuzit, bez dlhorocnych skusenosti
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s ur€ovanim, na presnu determinaciu. Tento predpoklad sme vyuZzili aj pocas
realizacie projektu Strukturalnych fondov na Ustave zoolégie SAV.

Material a metody

Pre testovanie molekularnych markerov boli pouzité modelové taxény vodnych
zivoCichov: potocniky (Hydropsyche), chrobaky (Eimis), ryby (Salmonidae,
Neogobius), makkySe (Sphaerium), kérovce (Simocephalus, Macrocyclops).
Celkova DNA bola izolovana pomocou Standardnych extrakénych kitov podla
manualu vyrobcu. Pomocou PCR boli amplifikované fragmenty mito-
chondrialnej DNA (Cast génu pre cytochrom oxidazu, gén pre cytochrom b).
Amplifikované fragmenty boli sekvenované v externom sekvenacnom
laboratériu, respektive vyuzité pre RFLP, asPCR a SSCP techniky. Ziskané
data boli editované a nasledne bol zvoleny vhodny format pre vkladanie do
aplikacie. Web-aplikacia je vyvijana v spolupraci s externym dodavatefom,
vytvorena bola pomocou CMS (Client Management System).

Vysledky a diskusia

Pocas prvej etapy boli determinované druhy modelovych skupin — vyuzili sme
skusenosti expertov a spolahlivo determinovatelné jedince. Tie boli pouZité na
izolaciu celkovej DNA. Vzorky Cistej DNA boli nasledne vyuzité pre ziskanie
viacerych typov molekularnych dat.

Sekvenovanie (Bar coding): sekvenované boli 2 fragmenty mtDNA,
+750bp fragment génu pre cytochrom oxidazu (cox1) a £+350bp fragment génu
pre cytochrom b (cytb). Ziskané sekvencie boli editované (Bioedit,
Sequencher), definovana bola vnutrodruhova a medzidruhova diverzita.

RFLP (restriction fragment length polymorphism): na podklade
sekvencii cox1 fragmentu sme vyhladali restrikéné miesta aknim
komplementarne restrikéné endonukledzy. Amplifikovali sme fragment cox1,
inkubovali spolu s vybranymi enzymami, pricom vznikli druhovo Specifické
fragmenty pouzitej vzorky DNA. Vzorky sa vizualizuju v elektroforéze, pricom
vzniknu druhovo Specifické vzory (Obr. 1).

Obrazok 1. Priklad vysledku RFLP analyzy s druhovo Specifickymi vzormi fragmentov.
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asPCR (allele specific PCR): na podklade sekvencii cox1 fragmentu
sme vytvorili druhovo Specifické interné primery, ktoré boli pouzité v PCR
reakcii. Okrem pdvodného fragmentu su amplifikované aj dalSie fragmenty,
ktoré su u jednotlivych druhov rézne dlhé v zavislosti od pouzitych internych
primerov. Vzorky sa vizualizuju v elektroforéze, pricom vzniknd druhovo
Specifické vzory.

SSCP (single strand conformation polymorphism): amplifikovana bola
Gast cox1 génu a vzorky boli nasledne denaturované, dvojvliaknova DNA sa
rozdelila, pricom vznikaju druhovo Specifické konformacie jednovlaknovej
nukleovej kyseliny. Vzorky sa vizualizuju v elektroforéze, priCom odliSné
konformacie spdsobené druhovo Specifickymi bodovymi mutaciami spdsobuju
odlisnu pohyblivost NK v elektrickom poli.

V druhej etape su vystupy molekularnych analyz transformované do
znakov, ktoré je mozné jednoducho vlozit do web-aplikacie. Sekvenované
fragmenty sa vkladaju ako poradie nukleotidov, vysledky elektroforézy sa
transformuju do Udajov o prezencii/absencii fragmentov v stanovenych
dizkovych intervaloch. Druhovo $pecifické vysledky ziskané analyzou spolah-
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Obr. 2. Nahlad vyvijanej determinacnej web-aplikéacie. molekularnych dat.

Referentné druhy
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Momentalne aplikacia pracuje off-line, rieSitelia projektu vkladaju
jednotlivé sucasti a testuju schopnost aplikacie ur€it vzorky na zaklade
referenénych dat. Determinacna Cast aplikacie obsahuje referencné data
k jednotlivym druhom z viacerych molekularnych analyz, to znamena, ze
pouzivatel sa mdze rozhodnut aké data zo svojich vzoriek ziska (podla
schopnosti a moznosti) a nasledne pouzije pre ich determinaciu. Zatial
aplikacia obsahuje uz spominané Bar kédy, druhovo charakteristické data
z analyzy RFLP a ¢iastocne aj SSCP a asPCR.

V buducnosti sa predpoklada rozSirenie moznosti aplikacie, hlavne
vyuzitie dalSich typov molekularnych dat (napr. Reverse line blot, mikroCipy)
atiez postupné dopifianie dal$ich taxonomickych skupin, ktoré bude mozné
pomocou web-aplikacie determinovat.
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NAZOR

Nova hrozba pre nase rieky

Ekologicky stav slovenskych potokov ariek sa postupne zlepSuje od padu
komunistického rezimu po novembri 1989. Nepochybne je to vdaka
klesajucemu znecisteniu véd. Bohuzial, opacny trend pozorujeme vo vyvoji tzv.
morfologickaho stavu naSich potokov ariek. Bolo dobudovanych niekolko
vyznamnejSich vodnych diel (napr. VD Gabg¢ikovo), ktoré negativne poznadili
rieCne ekosystémy. Potom nastal utlm stavebnej Cinnosti na vodnych tokoch
a az donedavna sa zdalo, ze stavebné firmy maju dost inej prace, ateda
zarobky z budovania vodnych stavieb ich velmi nelakaju. Dokonca svitla nade;j,
ze po desiatkach rokov devastaénych regulaénych zasahov aj na Slovensko od
zapadu dorazi trend revitalizacii nevhodne upravenych vodnych tokov. Tento
pozitivny vyvoj zvratili az povodne v ostatnych rokoch, ktoré sa stali dévodom
(Casto skoér zamienkou) na realizaciu dalSich regulaénych zasahov pod heslom
,protipovodiiovych opatreni“. Tie poznacili nielen dovtedy neregulované toky,
ale casto zvratili pozitivne samorevitalizacné procesy prebiehajuce na
regulovanych tokoch, do ktorych vodohospodari vyraznejSie nezasahovali aj
niekolko desiatok rokov. Zrazu sa roztrhlo vrece s necitlivymi vyrubmi
brehovych porastov, prehlbovanim a opeviiovanim koryt &i speviiovanim
hradzi.

V nahlom stavebnom ruchu trocha zanikla spava, ze sa vlada chysta
dat zelenu dalSej masovej vystavbe na naSich vodnych tokoch. Tento krat sa
stala zamienkou Udajnéd potreba budovania novych zdrojov obnovitelnej
elektrickej energie. Ministerstvo Zivotného prostredia (MZP) spracovalo
strategicky dokument ,Koncepcia vyuzitia hydroenergetického potencialu
vodnych tokov SR do roku 2030“ (najdete ho na http://www.minzp.sk/files/
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