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ANGUILLA ANGUILLA IR A. JAPONICA INDIVIDU RUSINES PRIKLAUSOMYBES
NUSTATYMAS MOLEKULINIU METODU, PAGRISTU mtDNR D-KILPOS REGIONO
HOMOLOGINIU SEKU ANALIZE
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Santrauka. [gyvendinant CITES konvencijos reikalavimus, norint nustatyti Anguilla sp. individy rasing
priklausomybg, taikytas molekulinis metodas, pagristas PGR su Angl pradmeny pora, skirta amplifikuoti A. anguilla
mtDNR D-kilpos regiona, ir gauty mtDNR fragmentu bei keliy 4. anguilla, A. rostrata ir A. japonica seku i§
»GenBank®“ homologiniy seky analize. Tyrimy rezultatai vienareik§miSkai patvirtina, kad A. anguilla, A. rostrata ir
A. japonica risiy identifikacija, analizuojant mtDNR D-kilpos regiono 450-455 bp homologines sekas, yra patikima.
Panaudojus abejotinos kilmés 31 individo audiniy pavyzdZzius nustatyta, kad visos tirtos mtDNR D-kilpos regiono sekos
priklauso A. japonica risiai ir priskirtinos skirtingiems haplotipams. Taikytas molekulinis metodas atitinka tarptautinius
rusies identifikavimo reikalavimus ir gali biiti alternatyva kitiems metodams.

RaktaZodziai: Anguilla sp., molekulinis metodas, D-kilpa, riisies identifikacija.
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Summary. In order to clarify whether declared eels belong to 4. japonica species or not, molecular technique which
is based on PCR with Angl primer pair and alignment of newly obtained sequences with homologous 4. anguilla,
A. rostrata and A. japonica sequences from the GenBank, was used. It was shown that identification of 4. anguilla,
A. rostrata and A. japonica species based on analysis of 450-455 bp homologous mtDNA D-loop region sequences is
reliable. After the study of 31 eels of uncertain origin it became clear that all investigated mtDNA D-loop region
sequences belong to A. japonica species. Since this molecular technique is a powerful tool for A. anguilla and
A. japonica discrimination, thus it could be used as an alternative to other methods.

Keywords: Anguilla sp., molecular technique, D-loop, species identification.

Ivadas. Upiniai unguriai (Anguillidae) yra senos nersia Sargaso jlroje (Westin, 2003), ir japoninis ungurys
kilmés gyvatés formos zuvys, kurioms bidingas A. japonica, kurio nerStavieté aptikta netoli Mariany saly
sudétingas gyvenimo ciklas (Lecomte-Finiger, 2003). Siai ~ (Chow et al., 2009). Sios trys unguriy risys nuo seno turi
Seimai priklauso tik viena gentis — Anguilla sp. Kadangi i§  didele¢ komercing reikSme. Kitos dvi vidutiniy platumy
i§vaizdos Sios Zuvys panasios viena | kita, ju taksonomija  klimato juostoje gyvenancios raSys (4. australis ir A.
yra sudétinga ir neiSbaigta (Lin et al., 2002; Watanable et  deffenbachii) yra menkiau komerciskai eksploatuojamos
al., 2005). Siuo metu pasaulyje Zinoma 20 unguriy risiu  (Aoyama, 2009), o dauguma tropikuose gyvenanéiy
bei poriisiy (Aoyama, 2009; Teng et al., 2009). [domu tai, unguriy riisiy labiau yra svarbios moksliniu (Lin et al.,
jog net dvi risys aptiktos visai neseniai (Teng et al., 2009;  2005; Wouthuyzen et al., 2009) nei komerciniu pozitiriu.
Watanable et al., 2009). Dauguma Anguilla sp. atstovy Kadangi prie§ kelis deSimtmecius Zenkliai sumazéjo
gyvena tropikuose (Lehmann et al., 2000), bet SeSios A. anguilla, A. rostrata ir A. japonica iStekliai,
rasys ir portuSiai randamos vidutiniy platumy klimato suintensyvéjo prekyba stikliniais unguriukais tarp
juostoje. Skirtingose klimato juostose gyvenanciy unguriy  skirtingy geografiniy regiony (Hwang et al., 2004) ir ty
rusiy ekologija ir reikSmé zmogui skiriasi (Aoyama, 2009;  paciy regiony skirtingy Saliy (Westin, 2003). Deja, tokia
Wouthuyzen et al., 2009). Tropiky zuvys iki nerStavie¢iy  veikla iStekliy nepagausino, o tik iskreipé¢ S$iy rasiy
migruoja ne daugiau kaip 500 km, o amerikinis ungurys  nattiraly paplitima; tas tik sukélé dar daugiau problemy
A. rostrata iki nerStavietés, kuri, manoma, yra Sargaso (Maes, Volckaert, 2007). Pastaruoju metu §ios zuvys
juroje, turi nuplaukti bent 900 km (Aoyama et al., 2003).  nyksta, dél to labai susiriipinta ju apsauga. Pavyzdziui,
Dar toliau turi nuplaukti paprastasis ungurys A. anguilla  norint apsaugoti A. anguilla rusj, prie§ kelerius metus
(Bonhommeau et al., 2008), kuris taip pat, manoma, nusprgsta ja irasyti i CITES saraSa (Bonhommeau et al.,
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2008). Tas lémé zenkly Sios rasies zuvies transportavimo
1 Azijos rinka sumazéjima ir griezta kontrolg prekiaujant.
Esant tokiai situacijai, prekyba bei vandens telkiniy
izuvinimas A. rostrata ir A. japonica stikliniais
unguriukais Europos Salyse intensyvés. Taip pat tikétina,
kad daugés sukéiavimo atveju, nes skirtingas Anguilla sp.
rasis atskirti vien tik pagal morfometrinius duomenis yra
sudétinga (Lehmann et al., 2000). Dél minéty priezas¢iy
norint nustatyti konkre¢iy Anguilla sp. individy rasing
priklausomybe, biitina taikyti molekulines technologijas.

Darbo tikslas — nustatyti tiriamu Anguilla sp. individy
rusing priklausomybe amplifikuojant abejotinos kilmés
pavyzdziy mtDNR D-kilpos regiona, nustatyti Sio
pagausinto DNR fragmento seka bei filogenetinés
analizés budu palyginti su 4. anguilla, A. rostrata ir A.
Japonica rusiy homologinémis sekomis, identifikuojant
tirilamojo pavyzdzio rusi.

MedZiagos ir metodai. Si darba 2009 mety rudeni
inicijavo Klaipédos teritoriné muitiné, kai buvo sulaikyta
25 tony A. japonmica siunta. Anksciau unguriy tiekéjo
siuntos buvo tikrintos keliose muitinése — Lenkijos ir
Jungtinés Karalystés. Paaiskéjus, kad tarp deklaruoty 4.
Jjaponica individy yra A. anguilla, dél Klaipédos uoste
sulaikytos unguriy siuntos buvo kreiptasi | tuometinio VU
Ekologijos instituto Molekulinés ekologijos laboratorija
su prasymu nustatyti, ar nesikartoja tiekéjo pazeidimai.
Be to, pagal Europos Bendrijos muitinés kodeksa ir
CITES konvencijos reikalavimus Anguilla sp. rusiy
identifikacija turi buiti pagrista molekuliniais metodais.
Remiantis atsitiktiniy méginiy parinkimo principu, i$
skirtingy déziy su suSaldytais unguriais buvo pasirinkti
konkretlis individai ir i§ juy paimti raumeninio audinio
pavyzdziai DNR iSskirti. IS viso raSiai identifikuoti
panaudoti 31 individo pavyzdziai. DNR buvo isskirta
standartiniu metodu (Aljanabi, Martinez, 1997) su
nezymiais pakeitimais. PGR buvo atlikta su ,,Eppendorf
Mastercycler personal® prietaisu naudojant Angl
(Butkauskas et al., 2009) pradmeny pora: Angl-F (5-
TCGGTTTTGTAATCCGAAGA-3’) ir Angl-R (5°-
CCAAATGCCAGTAATAGTTCATTTTA-3’).  Oligo-
nukleotidai susintetinti ,,biomers.net GmbH*“. PGR buvo
naudojamas 25 pl reakcijos miSinys: 5 pl iSskirtos DNR,
kurios koncentracija buvo 50 pg/ml; 0,75 ul ,,Tag DNA
Polymerase LC (Fermentas)*; 2,5 pul ,,Taq buffer + KCI
(Fermentas); 2,5 ul MgCl, (Fermentas); 2,5 ul dNTP (2
mM, Fermentas); 1 pul Angl-F; 1 pl Angl-R ir
dejonizuotas  vanduo. Reakcijos ciklai:  pradiné
denatuiracija (95°C temperatiiroje 5 min), po jos vyke 35
amplifikavimo ciklai (94°C temperatiiroje denatiiracija —
45 ), 54°C temperatiroje pradmeny hibridizacija — 45 s),
72°C temperatiiroje ilginimo Zingsnis (1 min)) ir galutinis
ilginimo Zingsnis (72°C temperattroje 5 min).

Po amplifikacijos buvo atlickama standartiné
elektroforezé 1,5 proc. agarozés gelyje su ,,Pharmacia Gel
GNA-100“ prietaisu, norint i$siaiSkinti, ar méginiai
tinkami DNR sekvenuoti. Tada gelis buvo stebimas UV
Sviesoje su prietaisu ,Biometra BioDocAnalize®.
Sékmingai amplifikavesi méginiai bidavo iSgryninami: 5
pl amplifikatas sumaiSomas su 1 pl FastAP (Fermentas) ir
0,5 pl egzonukleaze 1 (Fermentas), o gautas miSinys
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Sildomas 15 min 37°C ir 15 min 85°C temperatiiroje.
DNR sekvenavimas atliktas Biotechnologijos instituto
Sekvenavimo centre, naudojant iSgrynintus PGR
produktus, Angl-F ir Angl-R pradmenis, ,,Big-Dye”
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, USA)“ ir ,,3130x/ Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, USA)“. Nukleotidy seky chromatogramos
vertintos pagal »CHROMAS 2.33
(www.technelysium.com.au)“ programa. Homologiniy
seky analizé¢ (450455 bp) atlikta Sio tyrimo metu
nustatytas sekas palyginus su ,,GenBank® duomeny bazéje
pateiktomis sekomis: A. anguilla — AJ225953, AJ225956,
AJ225969, F1707257, FJ707264, FJ707265, F1707273; A.
rostrata AP007249, ABO030662; A. japonica
AMO997243,  AM997253, AM997255, AM997258,
M95867. Naudojantis ,,CLC Sequence Viewer 5.1.1
(www.clcbio.com)“ programa pagal UPGMA algoritma
sukonstruotas filogenetinis medis. Haplotipy lentelé
sudaryta pagal MEGA4 (Tamura et al., 2007) programa.

Tyrimy rezultatai. Panaudojus pradmenis, sukurtus
A. anguilla ruSies individy D-kilpos sekoms pagausinti,
buvo amplifikuoti 630 bp ilgio 31 tiriamojo ungurio
DNR pavyzdziai (1 pav.) ir sekvenuotos mtDNR D-kilpos
sekos. Palyginus tiriamasias sekas tarpusavyje, nustatyta,
kad jos reprezentuoja skirtingus haplotipus (2 pav.).
Atlikus tiriamy ir i§ ,,GenBank® duomenu bazés paimty
keturiolikos 450455 bp homologiniy sekuy palyginamaja
analizg¢ paaiskéjo, kad visos tiriamos sekos priklauso A.
Jjaponica rusiai. Tiriamosios sekos priskirtos A. japonica
rusiai  pagal juy individualy grupavimasi UPGMA
filogenetiniame medyje kartu su 4. japonica sekomis, kai
A. anguilla ir A. rostrata ruSims priskiriamos sekos
grupavosi i atskirus klasterius (3 pav.). Kai tyrimo metu
nustatytos A. japonica 500 bp ilgio sekos buvo palygintos
su 143 A. japonica ruSies homologinémis sekomis i§
»GenBank“ duomeny bazés, paaiskéjo, kad nustatyti
penki haplotipai jau buvo aptikti anksc¢iau, o tarp 174 tirty
individy net 153 buvo skirtingy haplotipy.

Tyrimy medZiagos aptarimas. Pirmoji publikacija,
skirta apibendrinti A. anguilla populiacing-geneting
struktiira Lietuvoje, naudojant mtDNR D-kilpos regiona
kaip molekulini zymenj, paskelbta 2009 metais
(Butkauskas et al., 2009). Atsizvelgdami | Lietuvos
Respublikos muitinés departamento prasSyma operatyviai
nustatyti Anguilla sp. individy rtSing priklausomybe,
pritaikéme iki Siol tam tikslui netaikyta, taciau, miisy
vertinimu, potencialiai tinkama molekulini metoda,
paremta Gamtos tyrimy centro Ekologijos instituto
molekulinés ekologijos laboratorijoje sukurty pradmenuy,
skirtu A. anguilla risies D-kilpos sekoms nustatyti,
panaudojimu. Iki $io tyrimo moksliniy publikacijy apie
Anguilla sp. risiy identifikacija, pagrista molekulinémis
technologijomis, Lietuvoje nebuvo.

Atlikto darbo rezultatai vienareikSmiskai patvirtina,
kad A. anguilla, A. rostrata ir A. japonica rusSiy
identifikacija, analizuojant mtDNR D-kilpos regiono
homologines sekas, buvo patikima: filogenetiniame
medelyje skirtingy Anguilla sp. rusiy sekos patikimai
grupuojasi 1 atskirus klasterius (3 pav.). Visy abejotinos
kilmés individy sekos priklauso A. japonica klasteriui.
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D¢l DNR sekvenavimo ne tik atlieckama homologiniy
seky analizé, bet ir kaupiama duomeny bazé, kuri véliau
gali biiti panaudota tiriant konkreciy rusiy populiacing-
geneting struktiira. Be to, rezultatai gali buiti patikrinti kity
moksliniy grupiy. Vis délto, DNR sekvenavimas ne
visada yra pats optimaliausias metodas. Pavyzdziui, kai
apsiribojama tik skirtingy Anguilla sp. rusiy atskyrimu,
vietoje DNR sekvenavimo racionaliau taikyti kitus
metodus (Lin et al., 2002; Itoi et al., 2005; Trautner,
2006; Keszka et al., 2009). Kadangi Sio tyrimo metu visi
identifikuoti individai buvo japoniniai unguriai ir jy sekos
skyrési, o naudota Angl pradmeny pora buvo skirta A.
anguilla rusies D-kilpos sekoms amplifikuoti, akivaizdu,
jog §i pradmeny pora taip pat tinkama A. japonica rusies
genetiniams ~ tyrimams.  Ateityje blty prasminga
i$siaiSkinti minimos pradmeny poros pritaikomuma kity
Anguilla sp. rusiy, ypa¢ A. rostrata, kopuliacinés-
genetinés struktiiros tyrimams, taip pat nustatant Anguilla
sp. rusing priklausomybg, kai turimi unguriy pavyzdziai
yra su i§ dalies degradavusia DNR. Pavyzdziui, tiriant
termiSkai apdoroty unguriy raumeninio audinio méginius,
DNR amplifikacija gali buti nesékminga. Kadangi
mtDNR yra paveldima tik i§ motinos (Hwang et al.,
2004), aprasomas metodas néra tinkamas norint
identifikuoti Anguilla sp. rasiy hibridus. Kai kurie
mokslininkai (Keszka et al., 2009) linke manyti, kad
mtDNR, kaip molekulinis Zymuo, néra visada tinkama

nustatant Anguilla sp. individy riSing priklausomybe. IS
tikryjy tai priklauso nuo pasirinkto analizuoti mtDNR
fragmento ir Sio fragmento ilgio. Tiek 4. anguilla, tiek A.
Jjaponica rusiy mtDNR D-kilpos regiono homologiniy
seky analizé jrodo, kad S$ios rasys pasizymi didele
haplotipy ivairove. Iki Siol i$ turimy 229 A4. anguilla 493
bp ilgio sekuy nustatyti 182 haplotipai, o tarp 174 A.
Jjaponica individy, lyginant 500 bp ilgio D-kilpos sekas,
nustatyti 153 skirtingi haplotipai. Apibendrinant: taikytas
molekulinis metodas atitinka tarptautinius  rasies
identifikavimo reikalavimus ir gali bati alternatyva
kitiems metodams (Lee et al., 1997; Lin et al., 2002; Itoi
et al., 2005; Trautner, 2006). Remiantis misy mokslinés
grupés iki $iol atliktais, taciau dar nepublikuotais unguriy
mtDNR D-kilpos seky nustatymo tyrimais naudojant
Angl pradmeny pora, galima teigti, kad Siuo metu A.
Jjaponica ir A. rostrata rusiy tiek Lietuvos vidaus vandens
telkiniuose, tick Lietuvos teritoriniuose vandenyse néra:
iStyrus 133 ungurius i§ Baltijos juros, KurSiy mariy bei
Balsio, SiesarCio ir Dringio ezery, paaiskéjo, kad visi
individai priskirtini A. anguilla risiai. Sie duomenys
patvirtina turimos informacijos apie stikliniy unguriuky
izuvinimo Lietuvoje teisinguma. Kadangi ateityje
tikétinas kity Anguilla sp. rGsiy importavimas, prekyba
bei jzuvinimas stikliniais unguriukais, bitina S$iuos
procesus kontroliuoti.
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1 pav. Tiriamy unguriy mtDNR D-kilpos regiono seky pagausinimo vertinimas agarozés gelyje. 14 ir 7-11
numeriai Zymi Sulinélius, kuriuose iSrySkéjo pagausinti skirtingy unguriy individy D-kilpos DNR fragmentai; penktame
Sulinélyje silpnai amplifikuotos DNR pavyzdys; SeStame Sulinélyje — DNR ilgio standartas (skaiciais pazyméti 100-600

baziy pory fragmentai)
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2 pav. Tiriamy unguriy mtDNR D-kilpos regiono 500 bp ilgio seky palyginimas

e Anguilla sp. Ang1-R-32J 7
e A, japonica MOSHET (455 bp)

e . o+ Anguilla sp. Ang1-R-10J
MedZzini  konstruoti  panaudotas &lls Anguilla sp. Ang1-R-14J
: T& Anguilla sp. Ang1-R-22J

4
UPGMA .algontmas” 18 ,,(?LFZ Aneuilla sp. Ang1R250
Sequence Viewer 5.1.17 programinio #—= Anguilla sp. Ang1-R-23J
paketo (CLC bios A/S, Danija) oll_g Anguilla sp. Ang1-R6J
Anguilla sp. Ang1-R-11J

Anguilla sp. Ang1-R-31J

Anguilla sp. Ang1-R-7J

2r* Anguilla sp. Ang1-R-2J

EAnQU|IIa sp. Ang1-R-3J
Anguilla sp. Ang1-R-26J

or* Anguilla sp. Ang1-R-21J

o| sf* A. Japonica AM397253 (455 bp)

Anguilla sp. Ang1-R-30J

13} Anguilla sp. Ang1-R-18J

L3f* Anguilla sp. Ang1-R-12J A. japonica

24+ Anguilla sp. Ang1-R-4J

A. Japonica AMI9T255 (455 bp)

Anguilla sp. Ang1-R-28J

—= Anguilla sp. Ang1-R-24J

Anguilla sp. Ang1-R8J

Anguilla sp. Ang1-R-15J

L
152 . :
4 Anguilla sp. Ang1-R-16J

[~]

Anguilla sp. Ang1-R-28J
Anguilla sp. Ang1-R-3J
. —= Anguilla sp. Ang1-R-27J
t—— Anguilla sp. Ang1-R-20J
3434:1 A.Jap_onica AMIIT258 (455 bp)
Anguilla sp. Ang1-R-1J
—= Anguilla sp. Ang1-R-5J
L—= Anguilla sp. Ang1-R-13J
ﬂ“?} A. japonica AMIIT243 {455 bp)
Anguilla sp. Ang1-R-18J -
™ A. anguilla AJ225953 (452 bp)
A. anguilla FJT07265 (452 bp)
A. anguilla FJ707264 (452 bp)
A. anguilla AJ225956 (451 bp) A. anguilia
A. anguilla AJ225969 (451 bp)
100) N A. anguilla FJ707273 (452 bp)
A
A
A

. anguilla FJTOT257 (452 bp)
. rostrata NC_006547 = A P007249 {450 bp)
. rostrata ABO30662 (451 bp) ] A. rostrata

0.080

3 pav. Keturiolikos Zinomos rusinés priklausomybés individy bei 31 tiriamojo ungurio (Anguilla sp. Angl-R***)
mtDNR D-kilpos regiono 450455 bp ilgio homologiniy seky pagrindu sukonstruotas UPGMA filogenetinis
medis
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ISvados.

1. IStyrus abejotinos kilmés 31 ungurio pavyzdziy
mtDNR D-kilpos sekas nustatyta, kad jos reprezentuoja
skirtingus A. japonica haplotipus.

2. Sitlomas molekulinis metodas atitinka
tarptautinius rusies identifikavimo reikalavimus ir gali
buti taikomas kaip alternatyva kitiems metodams.

Padéka. Deékojame recenzentams uz vertingas
pastabas rengiant rankrast] spaudai. Autoriai yra dékingi
Klaipédos teritorinés muitinés personalui uz galimybe
atlikti $i darba. Taip pat dékojame Valstybiniam studijy
fondui uz finansing parama.
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