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Abstrakt

Tento prispevok prezentuje moznosti determinacie vzoriek vodnych chrobakov
rodu Elmis zo Slovenska s pouzitim fragmentovej analyzy (RFLP) casti
mitochondrialnej DNA. Usek génu pre cytochrém oxidazu dlhy 688 bazovych
parov (bp) bol rozstiepeny pdsobenim dvoch parov restrikénych endonukleaz
(Asel+Hinfl a Ncil+Hinfl), pricom v obidvoch analyzach vznikli druhovo Spcifické
vzory fragmentov, vizualizované na agar6zovom géli. Vyvinutd metoda
umoznuje rychlu a spofahlivi determinaciu vzoriek chrobakov rodu Eimis,
s moznostou praktického vyuzitia v hydrobiologickom vyskume.

Uvod

Presna determinéacia biologickych vzoriek je zakladnou podmienkou vSetkych
nadvazujucich Studii a experimentov, na ktoré sa tieto vzorky vyuzivaju.
V hydrobiologickej praxi sa vSak velmi ¢asto stretavame so vzorkami
zaradenymi iba do rodov &i dokonca vysSich taxonomickych skupin, ¢o je
spOsobené bud nedostatkom skusenosti, ale CastejSie preto, Ze blizko pribuzné
druhy, larvalne Stadia, ¢i poSkodené jedince nie je mozné determinovat do
druhu iba na zaklade morfologickych znakov. Vodné chrobaky rodu E/mis tvoria
doéleziti sucast makrozoobentosu teclucich vod, ale ich determinacia na
druhovej urovni je Casto obtiazna (napr. morfologicky velmi podobné druhy
E. maugetii a E. aenea), respektive nemozna (larvalne Stadia — Obr. 1).
Vzhladom k tomu, ze jednotlivé druhy maju odliSné ekologické naroky, je ich
zlu€enie na rodovej Urovni skreslujiuce a mdéze mat negativny vplyv na zavery
a vystupy prac, ktoré Studuju faunu bentickych bezstavovcov.

Jednou zmoznosti, ako takéto ,problematické” vzorky presne
determinovat, je pouzitie molekularnych technik. Ich vyhodou je nezavislost na
vyvinovom $tadiu, &i kompletnosti jedinca, nevyhodou je zatial stale relativne
vysoka cena (napr. DNA BarCoding). Niektoré techniky zalozené na
molekularnych znakoch sa vS8ak stavaju stale dostupnejSimi, no ich potencial
pri determinacii vzoriek a pouzitia v praxi nie je vyuzity.

RFLP (restriction fragment legth polymorphism) sa €asto vyuziva na
urenie otcovstva, alebo ako geneticky odtlaok prstov. Na determinaciu
organizmov je tato jednoducha a dostupna metéda vyuzivana najviac pri
identifikacii Skodcov (Gaskin et al. 2011), alebo invazivnych druhov (Kohout et
al. 2013). V hydrobiologickom vyskume vSak tato metéda nebola doposial
pouzivana. Cielom tejto prace bolo vyvinut jednoduchy postup na identifikaciu
vzoriek chrobakov rodu Elmis vyskytujucich sa na uzemi SR, ktory bude
vyuzivat na determinaciu molekularne markery s ohfadom na jednoduchost,
spolahlivost a vyuzitelnost v beznej praxi.
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Obr. 1. Elmis sp. larva.

Material a metody

Imaga a larvy chrobakov rodu Elmis boli
zbierané na celom uUzemi SR pocas
viacerych sezoén, imaga boli determi-
nované do druhu na zaklade morfolo-
gickych znakov alarvy boli predbezne
priradené k imagam na zaklade rovnakej
lokality odberu. Spolu so vzorkami zo SR
bol analyzovany druh E. fossulata zo
Sardinie. VSetky vzorky boli fixované
96 % etanolom a uskladnené pri -20 °C.

Pre izolaciu DNA boli pouzité
celé jedince, ktoré boli homogenizované.
Na extrakciu celkovej DNA bol pouzity
extrakény kit ReliaPrep gDNA Tissue
Miniprep System (Promega) podla proto-
kolu vyrobcu. Na RFLP analyzu bol
pomocou PCR amplifikovany 688bp frag-
ment mitochondrialneho génu pre cyto-
chrém oxidazu, pouzité boli primery LCO
a HCO (Folmer et al. 1994).

Pre vyhladanie restrikénych
miest avhodnych kombinacii endo-
nukleaz bol pouzity program EnzymeX
3.1 (http://enzymex.en.softonic.com/mac)
na zaklade znamych sekvencii pouzitého fragmentu. Amplifikované fragmenty
COI boli cez noc natravené kombinaciou enzymov Asel+Hinfl a Asel+Ncil
podla protokolu vyrobcu (New England Biolabs) a produkty fragmentove;j
analyzy boli znacené farbickou GoldView (Guangzhou Geneshun Biotech)
a separované na 2 % agarézovom géli. Vysledok elektroforézy bol vizuali-
zovany pod UV.

Vysledky a diskusia

Pre fragmentovu analyzu bolo pouzitych 14 vzoriek lariev aimag z piatich
druhov rodu Elmis vyskytujucich sa na uzemi SR (E. maugetii maugetii,
E. aenea, E. obscura, E. latreillei, E. rioloides), s pridanim jedného poddruhu,
ktory sa na naSom Uzemi nevyskytuje (E. maugetii fossulata — Sardinia).
V programe EnzymeX bolo identifikovanych viacero restrikénych miest na
pouzitom fragmente mtDNA, z ktorych boli vybrané dve kombinacie enzymov —
Asel+Hinfl a Asel+Ncil, ktoré Stiepili fragment u jednotlivych druhov na 2-4
kratSie fragmenty (Tab. 1). Zvolené enzymy maju zhodné reakéné podmienky
a kombinacie enzymov Stiepia PCR produkt na zretelne odliSitelné mensSie
fragmenty na agarézovom géli a zaroven poskytuju druhovo Specifické vzory.
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Tab.1. Dizka (bp) jednotlivych fragmentov po rozstiepeni 688bp tseku DNA vzoriek
druhov rodu Elmis vybranymi kombinaciami restrikénych enzymov.

Ase | + Hinf | Ase | + Nci |
Druh Fragment 1 |Fragment 2 |Fragment 3 [Fragment 4 Druh Fragment 1 [Fragment 2 |Fragment 3 |Fragment 4
£ maugetii maugetil 271 214 159 a4 £.maugetii maugetil 376 214 a7 1
E.obscura 214 199 169 106 £.obscura 305 214 169 -
E.oenea 474 214 E.aenea 328 214 98 48
E.rioloides 271 214 203 E.rioloides 474 200 14
E.latreillei 489 199 E.latreillei 590 98
E.maugetil fossulata 430 214 a4 - E.maugetii fossulata 376 214 98

Ziskané fragmenty sa na agarézovom géli jasne oddelili, pricom
vznikli Specifické vzory, na zaklade ktorych je mozné jednoznacne odlisit
porovnavané vzorky (Obr. 2). V oboch pripadoch je mozné odliSit jednotlivé
druhy, v pripade pouzitia kombinacie enzymov Asel+Hinfl je mozné odliSit aj
poddruhy druhu E. maugetii. Druhovo Specifické vzory fragmentov su nezavislé
od pouzitého vyvinového Stadia, analyzy vzoriek lariev aj imag boli identické
(u druhov/poddruhov E. rioloides, E. m. fossulata larvy neboli k dispozicii).
Fragmenty do 100 bazovych parov neboli na géli zretelné, pre spolahlivé
odliSenie analyzovanych taxénov vSak nie su nevyhnutné. Pre menSie
fragmenty by bolo nutné pouzit hustejSi gél, respektive separovat fragmenty
pomocou vertikalnej elektroforézy na polyakrylamidovom géli.

Fragmentova analyza vzoriek chrobakov rodu Elmis dokazala, ze
pomocou cCasti génu pre cytochrom oxidazu a pouzitim restrikénych
endonukleaz je mozné efektivne a jednoducho identifikovat' druhy tohto rodu.
OdliSenie poddruhu E. maugetii fossulata naznacilo, ze metdédu je mozné
pouzit aj na nizSej, ako druhovej Urovni a taktiez, Ze bude mozné rozsirit' jej
pouzitie aj na ostatné (nielen slovenské) druhy rodu.
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Obr. 2. Identifikacia druhov rodu Elmis pomocou kombinacie restrikénych enzymov
Asel+Hinfl (a) a Asel+Ncil (b) s pouzitim 688bp fragmentu mitochondridlneho génu
pre cytochrom oxidazu |. Vzory na 2 % agarézovom géli zodpovedaji druhom
(poddruhom) Elmis maugetii maugetii (1), E. obscura (2), E. aenea (3), E. rioloides
(4), E. latreillei (5) a pre porovnanie E. maugetii fossulata zo Sardinie (6).
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