Vesikatku litkide geneetiline maiaramine

T606 teostati Eesti maaiilikooli vesiviljeluse dppetooli kalageneetika laboris teadur Lilian
Pukki poolt.

Viiliste tunnuste pdhjal on kahe vesikatku (véike vesikatk (Elodea nuttallii) ja Kanada vesikatk
(Elodea Canadensis)) liigi eristamine &drmiselt keeruline. Seetdttu otsustati katsetada
molekulaargeneetilist analiilisi nimega poliimeraasi ahelreaktsioon ehk PCR (liihend inglise
keelest polymerase chain reaction) ja selle tulemuse agaroosgeeli peal visualiseerimist. PCR
on meetod DNA jérjestuse amplifikatsiooniks ehk kordistamiseks, mille kdigus luuakse véga
vdikesest DNA 16igust miljoneid koopiaid. PCR metoodika voimaldab in vitro paljundada

konkreetset DNA fragmenti, kasutades selleks termostabiilset DNA poliimeraasi.

PCRIi tegemiseks koguti véikese vesikatku toorithma poolt erinevatest veekogudest tile Eesti
20 vesikatku proovi (Tabel 1). Geneetiliste markerite testimiseks eraldati kdikidest vesikatku
proovidest DNA, kasutades selleks NucleoSpin Tissue (MACHEREYNAGEL) eralduskitti.

Tabel 1. Vesikatku proovide informatsioon ja geneetilise analiitisi (PCR1) tulemus.

Pr::w Liik Jarv Kogat:engme Markused PCRi tulemus
1 Elodea nuttallii ? Ihamaru Palojarv | 29.06.22 | lahtiselt vees | Eisaa 6elda
2 Elodea canadensis | Kasmu 28.07.22 | liigid koos? Ei saa delda
3 Elodea nuttallii ? Késmu 28.07.22 | liigid koos? Ei saa éelda
4 Elodea canadensis | Alasjarv 5.08.22 liigid koos? Ei saa delda
5 Elodea canadensis? | Beresje 13.08.22 Ei saa éelda
6 Elodea canadensis | Odkulli pj. 17.09.14 Ei saa delda
7 Elodea nuttallii ? Uhtjarv 30.06.22 | liigid koos? Ei saa delda
8 Elodea nuttallii ? Martiska 27.06.22 Ei saa 6elda
9 Elodea canadensis | Kauru 29.06.22 Ei saa belda
10 Elodea nuttallii ? Kauru 29.06.22 Ei saa 6elda
11 Elodea nuttallii ? Purgatsi 6.08.22 Ei saa delda
12 Elodea nuttallii ? Nikerjarv 6.08.22 Ei saa éelda
13 Elodea nuttallii ? Urbukse 6.08.22 Ei saa 6elda
14 Elodea nuttallii ? Udsu 29.07.22 Ei saa belda
15 Elodea nuttallii ? Alasjarv 5.08.22 liigid koos? Ei saa éelda
16 Elodea nuttallii ? Vihtla 5.08.22 Ei saa belda
17 Elodea canadensis | Plihajarv 13.08.22 Ei saa éelda
18 Elodea canadensis | Udriku 6.08.22 Ei saa belda
19 Elodea canadensis | Veisjarv 7.08.22 Ei saa delda
20 Elodea canadensis | Uhtjarv 30.06.22 | liigid koos? Ei saa éelda




2022. aasta 10pus teostatud ulatusliku kirjanduse ldbitéotamise tulemusena otsustati tellida
kaks geneetilist markerit viikese ja Kanada vesikatku identifitseerimiseks.

Markerite informatsioon:

Viike vesikatk (Elodea nuttallii)

(Gantz, Renshaw, Erickson, Lodge, & Egan, 2018)

Enut ITS1 1Fb: 5° - GCGTTGCTCTATTTGGAT - 3’

Enut ITS1 1Rb: 5’ - GAGCAGCCCTTCAAGGCAACA -3
Tegemist on 122 aluspaari pikkuse fragmendiga.

Kanada vesikatk (Elodea Canadensis)

(Angles d’ Auriac, Strand, Mjelde, Demars, & Thaulow, 2019)
Ectrnl. F: 5° - TTTCTCCTTCATTGTATTCTTTCACA - 3°
Ectrnl. R: 5 - TGTTGATTTCTATCTGTATTGTAGAC - 3°
Tegemist on 103 aluspaari pikkuse fragmendiga.

Mbdlema artikli autorid ei testinud viljatootatud markerite liigispetsiifilisust. Ehk siis Gantz et
al. (2018) ei testinud oma markerit Kanada vesikatu proovidega ning d’Auriac et al. (2019) ei
testinud oma markerit vdikese vesikatu proovidega. See tihendab, et enne PCRi tegemist ei
olnud teada, kas marker amplifitseerib ka teise vesikatku liigi DNAd. Samuti onnestus meil
testimiseks Léati botaaniku Laura Grinbergi kéest saada viikese vesikatku proovid (Joonis 1).

Kahjuks on molekulaargeneetilise analiilisi tulemus see, et me ei saa delda, millise liigiga on
tegemist, kuna molemad markerid amplifitseerusid sama hésti molema liigi DNAga (Joonis 2
ja 3). Joonistel 2 ja 3 numbrite all olev hele joon tdhistab onnestunud PCRi, mille kdigus
amplifitseerus DNA fragment (PCR NEG all hele joon puudub, kuna proovis puudub DNA).
See aga tihendab, et me ei saa viita, et vdike vesikatk Eesti veekogudes on olemas v4i puudub.

Kuna morfoloogiliste tunnuste pdhjal seda liiki kdesoleva projekti raames 1dbi viidud uuringute
pohjal ei tuvastatud ega kinnitanud ka geneetilised analiiiisid, oleks tdpsema tuvastamise jaoks
vaja labi viia pdhjalikumad geneetilised uuringud (niiteks Sanger sekveneerimine ja sellele
jérgnev bioinformaatiline andmeanaliiiis), mis nduavad suuremat aja- ja todjoukulu ning
spetsiifilisi oskusi, mida ei olnud kdesoleva projekti raames voimalik teostada.



Joonised.

Joonis 1. Viikese vesikatku (Elodea nuttallii) kuivatatud proovid.




Joonis 2. Viikese vesikatku markerite PCRi tulemus valitud proovidega. Numbrid téhistavad Tabel 1
proove, E.nut on Latist saadud véikese vesikatku proov ning PCR NEG on PCRi tegemisel kasutatud
negatiivne kontroll proov (DNA asemel kasutati reaktsioonis destilleeritud vett).

E. nuttallii praimer Enut, 122 bp
Gantz et al. 2018. Kuid autorid ei testinud neid E. nuttallii markereid teise liigi DNAga, mis tdhendab, et enne testimist ei olnud
teada, kas need ka E. canadensise DNAga todtavad.
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Joonis 3. Kanada vesikatku markerite PCRi tulemus valitud proovidega. Numbrid tihistavad Tabel 1
proove, E.nut on Latist saadud véikese vesikatku proov ning PCR NEG on PCRi tegemisel kasutatud
negatiivne kontroll proov (DNA asemel kasutati reaktsioonis destilleeritud vett).

E. canadensis praimer EctrnL, 103 bp
Angles d’Auriac et al 2019. Kuid autorid ei testinud neid praimereid E. nuttallii proovidega.
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