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Cel:

Celem badan bedzie sprawdzenie faktycznej roznorodnosci gatunkowej w rodzinie

Hygrobatidae po obu stronach Alp, przy pomocy badan molekularnych, w tym
stwierdzenie obecnosci ewentualnych gatunkow kryptycznych lub pseudokryptycznych.
Dodatkowym celem badan, na podstawie uzyskanych wynikow, bedzie sprawdzenie

czy Alpy stanowig bariere w dyspersji gatunkéw z rodziny Hygrobatidae.




Hipotezy badawcze:

= Faktyczne zréznicowanie gatunkowe w rodzinie Hygrobatidae jest zdecydowanie

wieksze niz wynika to z klasycznej taksonomii opartej na badaniach morfologicznych.

= Sktad gatunkowy po stronie potudniowej i potnocnej Alp jest czesciowo odmienny, co
wskazuje ze pasmo Alp stanowito w okresie polodowcowym i stanowi dzisiaj bariere

dla dyspersji przynajmniej czesci gatunkow wodopojek.
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Barkoding DNA

identyfikacja roslin i zwierzat w oparciu o
krotkg sekwencje DNA, zwang kodem
kreskowym




Barkod DNA

sekwencja DNA w wybranym,
standardowym regionie genomu
pozwalajgca na identyfikacje gatunku.

CCTATACCTAATCTTCGGAGCATGAGCGGGCATGGTAGGC....
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Otrzymywanie barkodow DNA
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Pobranie I1zolacja DNA Sekwencjono- Poréwnanie
probki i PCR wanie barkodu




Problem 1: Liczba gatunkow.

LICZBA GATUNKOW EUKARIONTOW WEDEUG KROLESTW

¥ OCZEKIWANA ® OPISANA | SKATALOGOWANA

CHROMISTA 27,500
13,033
PIERWOTNIAKI 36,400
8,118
ROSLINY 298,000
215,644

611,000

7,770,000

ZWIERZETA 953.434

Istnieje obecnie miedzy 1,5 a 2 min
opisanych gatunkow

Szacuje sie, ze liczba ta moze
stanowic¢ zaledwie 1/4 rzeczywistej
liczby gatunkow

By¢ moze wiecej niz 1/3 wszystkich

gatunkow sa zagrozone
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Problem 2: Definicja gatunku
Proces ziozony, zalezy od

karlik malutki/karlik drobny wielu czynnikéw:
mozliwosci krzyzowania

zmiennosci

morfologicznej
kontekstu ekologicznego

genetycznego

podobienstwa
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Problem 3: Ograniczenia klasycznej taksonomi

Strelicja krolewska (Strelitzia reginae Ait.) - gatunek duzej, ozdobnej = =
rosliny z rodziny strelicjowatych, o oryginalnej, grzbiecistej budowie term|n°|og|a
i kontrastowych kolorach kwiatéw: pomaranczowym i niebieskim,

Lodyga w postaci krotkiego, w wiekszosci podziemnego kiacza.

LiScie wiecznie zielone, mocne dlugosci 1,5-2 m. Blaszki liSciowe - =
dorostej rosliny osiagaja do 70 cm dlugosci i 30 cm szerokosci, a OdPOW|ed“|e
same ogonki lisSciowe do 1 m i Srednicy 1 cm. Kwiat: okwiat o

intensywnej, pomaranczowej barwie z ciemnoniebieskimi stupkami.

Owoc skoérzasty, suchy, pekajacy z pomaranczowymi wypustkami i kwalifi kaCje
licznymi nasionami w srodku

identyfikacja

okazow

Cudowronki, cudowronkowate, ptaki rajskie (Paradisaeidae) - rodzina
ptakéw z rzedu wréblowych (Passeriformes).Dlugosé ciala 34 cm.
Samiec - glowa oraz grzbiet zotte, opalizujaco zielone gardio, dziéb = =
kremowy, spod czekoladowobrazowy. Podczas tokéw prezentuje nledoj rzaIyCh,
diugie, czerwonopomaranczowe pidora na bokach ciata. Samica -
ciemnobrazowa z wierzchu i na spodzie ciala, potylica i kark zétte.
Pozywienie stanowia owady, tworzy stada mieszane z ptakami innych USZKOdZOHYCh,
gatunkéow. Ptaki te charakteryzuja sie zwykle bardzo barwnym
upierzeniem i obecnoscia niezwykle ozdobnych pidér, czasem na

glowie, czasem w ogonie. Wystepuje u nich silnie zaznaczony niekomplet“ych ,/_\

dymorfizm piciowy - samice sa znacznie mniej kolorowe.
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Problem 3: Ograniczenia klasycznej taksonomii

Strelicja krolewska (Strelitzia reginae Ait.) - gatunek duzej .

ozdobnej rosliny 2z rodziny strelicjowatych, o oryginalnej: Skomp“kOwane
grzbiecistej budowie i kontrastowych kolorach kwiatéw: : .
pomaranczowym i niebieskim, Lodyga w postaci krotkiego, w | raczej

wiekszosci podziemnego klacza. Liscie wiecznie zielone, mocne : :

diugosci 1,5-2 m. Blaszki liSciowe dorostej rosliny osiqga}q do 70 nleObIektyWI’le

cm dlugosci i 30 cm szerokosci, a same ogonki liSciowe do 1 m i
Srednicy 1 cm.

> Strelitzia reginae (matK) gene, partial CDS Proste (A, T, G, C),
ATTTAAATTATGTGTCAGATATATTAATACCCCATCCCATCCATCTGGAAATC bardziej
CTGGTTCAAATACTTCAATGCTGGACTCAAGATGTTTCCTCTTTGCATTTATT _ _
GCGATTCTTTCTCCACGAATATCATAATTCGAATAGTTTCATTACTCCGAAAA niezawodnie
AACCTATTT

ATAAAAGATTTTTTCGATTCCTATATAATTCTTATGTATTTGAATGTGAATTT i obiektvwne
GTATTAGTTTTTTTACGATCAAGGTCCTCTGGAGTCTTTCTTGAGCGAACAC y

ATTTCTATGGAAAAATGGGGCATTTTTTAGTAGTGTGTTGTAATTATTTTCAG
AAGACCCAATGGTTCTTCAAAGATCCTTTTCTGCATTATAAGGAAAAGCAAT
TCTGGTGTCAAAGGGAACTCGTCTTTTGATGAGGAAATGGAGATCTTACCTT
GTCCATTTTTGGCAATATTATTTTCAATTTTGGTCTCATCCGCATAGGATTCA
TATAAACCAATTATCAA




Idealny barkod DNA

niska zmiennos¢é w obrebie gatunkow (ok. 2%)
rownoczesnie wysoka zmiennos¢ pomiedzy gatunkami

‘ oflankowanie konserwatywnymi domenami
\

‘ niewielka diugosé¢ - do ok. 600 pz
/

‘ niewielka liczba insercji/delecji

/
‘ wystepowanie w genomie w duzej liczbie kopii
/




* DNA mitochondrialne (coxl)
= DNA chloroplastowe QW Pooowikia-com

=DNA jadrowe (ITS - Internal Transcribed Spacer)




Etapy projektu oraz metodologia
projektu badawczego:

Zbior materiatu badawczego, a nastepnie tego utrwalanie materiatu w 96 %

alkoholu i przechowywanie w niskiej temperaturze.
|zolacja DNA

PCR- amplifikacja genu mitochondrialnego COX1
Oczyszczanie produktu PCR

Sekwencjonowanie produktu PCR

Analiza bioinformatyczna




Materiat badawczy

Rodzina Hygrobatidae nalezy do jednej z najbardziej zroznicowanych gatunkowo grup
roztoczy zyjgcych w stodkowodnych siedliskach.

Obecnie znanych jest okoto 6000 gatunkéw wodopdjek, a ta liczba stale rosnie.
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PCR- amplifikacja genu
mitochondrialnego COX1
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" Preview

Lid: 105°C
\olume: 20 pl

1. 94°C,3:00

2. 94°C, 0:30

3. 45°C, 11:;38

A 7000

5 GOTO step 2, 5%
6 94°C,030

7 BTGNS

8. TG0

9. GOTQ step 8,

Podwojna nic DNA

denaturacja Pojedyncze nici DNA
3 5
5 3 _

o =5 Proylaczanie primerow
przyiaczanie primerow e do nici DNA
J ¥
5 3
8 6 Produkty pierwszorzedowt
5 l 5
budowa komplementarnej nici Krétkie fragmenty

Ryc. Schematyczny model reakcji PCR
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Analiza bioinformatyczna
wykonywana bedzie za pomoca
programow:

= BLAST

= MEGA X (Molecular Evolutionary Genetics Analysis)

= CLUSTAL W

= DNA SP 6, 10, 01










