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je teda vzacnym glacialnym reliktom, nie stredoeurdpskym endemitom. Ako
sme zistili, JelSovy les je miestom, kde preziva vacSina populacie A. congener.
Publikované ojedinelé nalezy zo Sirskeho kanala, Ragieho potoka, rybnika
a nas nalez zo Strkoviska pravdepodobne zachytavali iba okraje arealu Surskej
populacie, pripadne iSlo o nahodny vyskyt.

Bohuzial, Jursky Sur je stale viac obklopovany zastavbou rodinnych
domov a budovanym dialniénym obchvatom Bratislavy. Napriek tomu,
v zmenSujucom sa ostrove pévodnej prirody stale dokazu prezit niektori
svedkovia déb, v ktorych sa rozsiahle mokrade rozprestierali od upatia Malych
Karpat az k Dunaju. Patri k nim aj A. congener, ktorej populacia je jednym
z mnohych dévodov na déslednt ochranu NPR Jursky Sar.
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Uvod

V poslednom obdobi sa stale CastejSie spomina biodiverzita a hlavne dopad jej
vyrazného ubytku na fungovanie ekosystémov, hospodarstvo &i spolo¢nost
(napr. Darwall et al. 2020). Zaujem o zachovanie biodiverzity, teda druhove;j
pestrosti a obavy z negativnych trendov su namieste, pretoze na nej v podstate
stoji fungovanie celého sveta. Plati to aj pre sladkovodné ekosystémy, ale
rovnako plati aj to, ze nase poznatky o skutoénom stave biodiverzity su stale
nedostato¢né. Dokazuju to najma nové metddy, ktoré vyuzivaju na analyzu
a hodnotenie stavu biodiverzity molekularne data. Tie sa oproti konvenénym
postupom (najmad hodnotenie druhového spekira pomocou morfologickych
znakov) posuvaju o uroven hlbSie a odhaluju rozmanitost, ktord sme vidiet
nemohli (slaba rozliSovacia schopnost morfologickych znakov, nedostatok
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1 - Dunaj (Dunaremete)
b 4 . 2 - Dunaj (Medvedov)
3 - Dunaj (Dobrohost)
AR 4 - Morava (Devin)
““““ 5 - Morava (Moravsky sv. Jan)
e e 6 - Dunaj (Peénianska ldka)
053 7 - Dunaj (Hainburg)
e\ - . 8 - Dunaj (Ovsiste)
w‘r. - 9 - Vah (Komarno)
10 - Hron (Kamenica nad Hronom)
3 11 - Ipel (Salka)

. Tt

Obr. 1 eDNA lokality na Dunaji a jeho pritokoch.

vhodného materialu na morfologicki analyzu, nedostatok expertov na jed-
notlivé taxonomické skupiny...). Zaroveri, DNA metédy su vyrazne rychlejSie,
SetrnejSie k analyzovanym spoloenstvam a neplati uz ani hlavny argument
proti — Ze su drahé.

V roku 2019 sa realizoval v poradi dal$i z pravidelnych prieskumov
Dunaja — Joint Danube Survey, organizovany ICPDR (http://www.danube
survey.org/jds4/). V poradi uz Stvrty prieskum (JDS4) po prvy raz zahffial aj
DNA metabarkddingové analyzy bioty Dunaja na vybranych lokalitach. Tento
pilotny projekt, realizovany v spolupraci s ¢lenmi EU COST akcie DNAqua-Net,
mal za ciel otestovat DNA monitoring v praxi a overit jeho mozné vyuzitie
v rutinnom monitoringu vodnych ekosystémov v buducnosti. Planovany vyskum
prebiehal na viacerych lokalitach pozdiZ celého Dunaja a podrobnej$ie na
vybranych lokalitach na rakiskom useku. My sme tuto metodiku testovali
nezavisle, na lokalitach na slovenskom uUseku, kde sa ekologicky stav Dunaja
monitoruje pravidelne.

Metodika

Pocas testu boli z 11 lokalit (10 na Slovensku + lokalita Hainburg) odobraté
environmentalne vzorky vody. Sest lokalit leZi priamo na Dunaji a 5 na jeho
hlavnych slovenskych pritokoch Morava, Hron, Vah a Ipel (Obr. 1). Vzorky boli
odobraté v aprili a juli 2019, na kazdej lokalite v dvoch opakovaniach 10 litrov
vody, z ktorych bol 1 liter prefiltrovany pomocou Sterivex filtrov (velkost poérov
0,22 ym). Filtre boli zafixované Longmire pufrom. Kazdy den bola vykonana
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jedna negativna kontrola nahradenim rie€nej vody sterilnou vodou.
V laboratériu bol pufor pouzity na extrakciu DNA pridanim Proteinazy K
a purifikovany kolonkovym kitom podfa protokolu vyrobcu (DNEasy Blood
& Tissue, Qiagen kit). Po extrakcii boli vzorky prenesené do iného laboratéria
(vinej budove), aby sa znizilo riziko kontaminacie. DNA kniznica bola
pripravena v dvoch PCR reakciach s pouzitim primerov BF3-BR2 a sekve-
novana na platforme lllumina MySeq (podla Elbrecht et al. 2019), z kazdej
vzorky boli urobené dva pseudoreplikaty. Sekvenaéné data boli importované do
systému mBRAVE (http://www.mbrave.net), v ktorom sa sekvencie filtrovali
s ohfadom na ich kvalitu, de-replikovali (rozdelenie do jednotlivych lokalit
a opakovani podla DNA tagov) a zoskupili do operanych taxonomickych
jednotiek (OTUs). Nasledne systém porovnal OTUs s referenénou databazou
DNA barkédov (BOLD) a priradil ich k existujucim BIN-om (Barcode Index
Number), ktoré videalnom pripade reprezentuji jednotlivé druhy
(determinacia).

Vysledky
Spolu bolo vo vzorkach vody Dunaja ajeho pritokov identifikovanych
177 BINov/druhov bezstavovcov: 165 vodnych, 11 suchozemskych, 1 endo-
parazit, ato od 12 (Dunaj Dobrohost) do 53 (Dunaj Medvedov) druhov na
lokalitu. Zaznamenali sme 11 kmenov, zktorych dominovali obruckavce
(Annelida) a ¢lankonozce (Arthropoda). Na vSetkych lokalitach bol zazna-
menany iba jeden spolo¢ny druh (nepévodné korytko Sinanodonta woodiana),
dunajské lokality zdielali 7 spoloénych BINov. Analyza beta diverzity
vyraznejSie oddelila Hron a Ipel, dunajské lokality vytvorili klaster s Moravou
a Vahom, pri€om z pohladu fauny najpodobnejSim s Dunajom bol prave Vah
(Obr. 2).

Na zhodnotenie vysledkov eDNA analyz sme pouzili udaje
o makrozoobentose  ziskané Standardnymi  metédami  (morfologickou
determinaciou) v ramci JDS4. Porovnanych bolo 11 JDS4 lokalit, ktoré sa
prekryvali s lokalitami, kde bola analyzovana aj eDNA. V ramci tychto lokalit
bolo réznymi odbornikmi zaznamenanych 211 taxénov (TaxalD), ale iba
129 z nich bolo uréenych do drovne druhu. Z eDNA vzoriek priradil mBrave
druhové meno v 98 pripadoch, avSak vzorky eDNA potvrdili pritomnost celkovo
165 BINov, €o predstavuje v podstate determinaciu 165 taxénov do druhovej
urovne. Niektoré ,druhy“ vSak nemaju priradené meno, pretoze sa nena-
chadzaju v referenénej databaze, resp. méze ist aj o zatial nezname kryptické
druhy.

Zaver

Celkovo mézme povedat, ze analyzy eDNA funguju porovnatelne, alebo aj
o Cosi lepSie ako konvenéné metddy. V porovnani s klasickym pristupom ma
analyza environmentalnej DNA niekolko vyhod: 1) kompletnd analyzu je
schopny vykonat maly tim (4 osoby bez S$pecifickych taxonomickych
skusenosti) v priebehu asi 2 tyzdnov, kym spracovanie a determinacia
klasickych bentickych vzoriek je ¢asovo omnoho narocnejSia a vyzaduje
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Obr. 2 Analyza beta diverzity eDNA vzoriek z Dunaja a jeho hlavnych slovenskych
pritokov (Morava, Vah, Hron, Ipef).

zapojenie viacerych Specialistov na jednotlivé taxonomické skupiny; 2) hoci
eDNA eSte dnes nie je schopna identifikovat vSetky taxény do druhov (medzery
su na druhovej urovni (BINy), kym morfologicky determinované taxény ¢asto
predstavuju rody, skupiny druhov, Celade a preto obsahuju istu davku
nepresnosti, taktiez rézni odbornici mézu priradit’ ten isty druh k inému TaxalD
alebo naopak, jeden TaxalD méze predstavovat viac ako jeden druh; 3) odber
a analyza vzoriek eDNA je neinvazivna, a preto nema negativny vplyv na
sledované spoloCenstva, moéze tiez zaznamenat pritomnost druhov (napr.
invaznych) aj bez ich fyzického odchytenia.
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Vystupy tohto prvého metabarkédingového testu na Slovensku
naznacili, ze buddcnost monitorovania biodiverzity slovenskych véd
by jednoznaéne mala zahffat aj molekularne analyzy. Vyhodou je, okrem
spomenutého, aj ich vSetrannost: eDNA z Dunaja napriklad potvrdila aj
pritomnost’ 38 druhov ryb, resp. 9 druhov cicavcov, ¢o umoziiuje komplexnejsi
pohlad na cely ekosystém z jednej analyzy. Aj napriek detailnosti vysledkov
bude, samozrejme, potrebné tento test a jeho zavery podporit analyzou dalSich
vzoriek.
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