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Rezultatai

IS seSiy analizuojamy meéginiy buvo gauta ~100 tukstanciy
geros kokybés DNR seky, priklausancCiy daugialgsCiams
organizmams. 98% seky buvo statistisSkai reikSmingai
(e<<0,01) priskirti 18 duomeny bazése registruotiems
taksonominiems vienetams (genties arba rusies lygmeniu).
8 jy taip pat buvo aptikti monitoringo meéginiuose (1
lentelé).

IS 19 rusiy, identifikuoty monitoringo metu ir neaptikty
DNR barkody meéginiuose, 5 neturi atitinkamos DNR sekos
informacijos duomeny bazése (Barcode of Life ir
GenBank). Kitos, nors ir jtrauktos j DNR barkody duomeny
bazes, neturi etaloniniy seky iS Baltijos juros individy (kas
galéjo lemti vidurrusine variacijg analizuojamojoje sekoje).

Keturios iS penkiy nevietiniy rusSiy analizuojamuose
meéginiuose buvo aptiktos tik DNR barkody pagalba.
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Pav. 2: ES 1000 reiksmeés tyrimy vietose, jvertintos pagal Lietuvos
nacionalinio monitoringo ir aptikty DNR barkody seky duomenis.

Laikantis prielaidos, kad méginiuose DNR kiekis bus
proporcingas rusiy gausumui, buvo apskaiCiuota ir
palyginta rusine jvairove (pagal Hulberto indeksg) LNM ir
DNR barkody meéginiuose (naudojant aptikty seky skaiciy
kaip gausumo matg). Jvertintos ES1000 reikSmés (tikétinas
rasiy skaicius, esant gausumui 1000 ind/m3 ) tiek LNM,
tiek DNR meéginiuose parodé bendrg rusiy skaiCiaus
mazejimo tendencijg tolstant nuo Kursiy mariy (Pav. 2).
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Jvadas

Savalaikis rusiy aptikimas ir tikslus identifikavimas yra aktualus ir
itin svarbus uzdavinys vykdant mokslinius tyrimus ir stebésenos
programas pagal ES direktyvas. Vandens ekosistemose specifinés
aplinkos salygos, didelé organizmy morfologiné jvairové bei
morfologiniy bruozy kaitos skirtingose vystymosi stadijose daznai
apsunkina $ig uZduotj. Siuo atveju daug pranadesni vyra
molekuliniai rusiy identifikacijos metodai, kurie remiasi DNR
barkody nustatymu.

DNR barkodas - tai trumpas DNR regionas, tinkamas rusiy
atpazinimui ir atskyrimui. Sie regionai pasizymi labai maza

jvairove tarp vienos rusies individy, bet labai didele variacija tarp
skirtingy, netgi giminingy, rusiy.

Sie DNR regionai pasizymi labai maZa jvairove tarp vienos ruasies
individy, bet labai didele variacija tarp skirtingy, netgi giminingy,
rasiy. Sulyginus informacijg apie tiriamy individy Siy regiony sekas
su sekomis, esancCiomis geny duomeny bazése, galima nustatyti
rusies identiSkuma. DNR barkody nustatymas leidzia identifikuoti
organizmg iki rusies taksoniminio vieneto, turint labai nedidel]
kiekj meéginio (netgi iS dalies degradavusiy organizmy). Metodas
eidzia identifikuoti rusis jvairiose jy vystymosi stadijose -
kiausSinio, lervos bei suaugélio, tiksliau atskirti morfologiskai
panasias rusis.

1 lentele: Rusys, aptiktos LNM ir DNR barkody meéginiuose, zvaigzdute
pazymetos rusys, kuriy DNR sekos néra jtrauktos | duomeny bazes, raudonai

pazymetos nevietinés rusys.
Monitoringo duom. | DNR duom.

Aptiktos rusys

Acartia longiremis*
Acartia sp.

Asplanchna priodonta*™
Bosmina coregoni
Bosmina sp.
Brachionus calyciflorus
Centropages sp.

Chydorus sphaericus
Conochilus unicornis
Cyclops sp.

Daphnia cucullata

D. galeata

Diaphanosoma brachyurum

Eubosmina longispina*
Eudiaptomus gracilis
Evadne nordmanni
Filinia longiseta
Hydrobia ulvae
Kellicottia longispina*
Keratella cochlearis

K. quadrata

Leptodora kindtii
Macoma balthica

Mesocyclops leukarti
Mytilus sp.

Oithona similis
Paracalanus sp.

Podon leukartii
Pleopis polyphemoides
Polyarthra sp.
Synchaeta monopus*
Temora sp.

University of Oviedo.

Metodai

Pirma karta DNR barkody metodika buvo pritaikyta Baltijos juros
Lietuvos priekrantés biojvairovés tyrimui 2013 metai. Sios pilotinés
studijos metu COIl barkodo (mitochondrijy genomo citochromo c¢
oksidazés geno | segmento) pagalba buvo identifikuojami
mesozooplanktono organizmai Klaipédos sasiauryje (KS) ir Kursiy
mariy vandens isplitimo zonoje Baltijos juroje - prie juros varty (JV)
ir ties Karkle (K) (Pav. 1).
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Integruoti zooplanktono meéginiai DNR barkody analizei buvo imami
pakartotinai (geguzés 26 — K, JV; birzelio 19 — KS, JV ir rugpjucio 7 —
KS ir JV), planktoninio tinklo pagalba (diametras 55 cm, akies dydis
80 mkm), ir laikomi ant ledo iki atvezimo j laboratorijg. Laboratorijoje
visa koncentruoto meéginio medziaga buvo nusodinama ant
membraninio filtro (akies dydis 0,12 mkm), ir kartu su filtru
fiksuojama 96% etanoliu. Véliau DNR buvo iSskiriama is nusodintos
medziagos naudojant QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen).

PGR amplifikacijai buvo naudojami universalus modifikuoti COI
pradmenys (Geller et al. 2013). Amplifikuotos sekos buvo
analizuojamos taikant naujos kartos DNR sekvenavimo metodikas
(New Generation Sequencing), Genome Sequencer FLX (Roche)
platformga (atlikta ,Macrogen” kompanijos, Koréja).

Po pirminés atrankos (pagal ilgj ir kokybe), gautos DNR sekos buvo
analizuojamos BLAST (NCBI) programos pagalba, siekiant nustatyti
atitinkancias sekas nukleotidy duomeny bazése. Tolimesnei analizei
buvo atrinktos daugialasCiy bestuburiy sekos, atitinkancios
esancioms duomeny bazése ne maziau 97%, su >90% nukleotidy
padengimu. Gauti rezultatai buvo palyginti su Lietuvos nacionalinio
monitoringo (LNM) metu gautais zooplanktono duomenimis
(artimiausiy stocCiy meginiai, paimti, atitinkamai, KS - 2013 m.
geguzés 24, birzelio 12, liepos 18 ir rugpjucio 12; JV — geguzés 15 ir
rugpjucio 21; K — geguzés 14 ir rugpjucio 20).

Isvados

* DNR barkody metodika potencialiai gali buti taikoma
zooplanktono biojvairovés tyrimams bei monitoringui, suteikiant
geros taksonominés rezoliucijos duomenis

 Metodas nereikalauja specifiniy ekspertiniy ziniy, leidzia atpazinti
rusis skirtingose gyvenimo stadijose (pvz., planktonines dugno
bestuburiy lervas), taCiau norint uztikrinti patikimuma, butina
vietiniy rusiy DNR barkody duomeny bazé

 Metodas leidzia aptikti negausias rusis, ar net jy molekulinius
pédsakus, kas yra svarby nevietiniy ir invaziniy rusiy ankstyvam
aptikimui bei pasiskirstymo stebésenai

e DNR barkody duomenys tinka tiek bendrijy rusinés sudeéties ir
erdvinio pasiskirstymo nustatymui, tiek kiekybiniy indikatoriy
(pvz., JSPD reikméms) apskaiCiavimui
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