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Uvod / Uvod

V genetiki barkoda imenujemo odsek na DNA ali RNA, ki nosi dolo¢eno informacijo /
zapis. Zapis je vrstno znacilen, podobno kakor se barkoda na izdelkih v trgovini nanasa
natoc¢no dolocen artikel. Metoda, s katero vrsto na osnovi DNA barkode dolo¢imo se
imenuje DNA barkodiranje. DNA metabarkodiranje je okoli 20 let stara metoda, kiv
prou¢evanem vzorcu hkrati analizira barkode vseh prisotnih taksonomskih enotin ne le
ene, posamezne vrste (slika 1). Na ta nacin dokaj hitro in enostavno dobimo informacijo
0 zdruzbi, ki smo jo analizirali.

Postopek DNA metabarkodiranja, ko je vzorec enkrat nabran, zaCne z izolacijo DNA iz
organizmov v vzorcu. Naslednji korak je, da se pridobljeni deli DNA pomnoZijo v
zadostnem Stevilu, da jih lahko v tretjem koraku zaznamo in z informacijskim orodjem
dolo¢imo. Vse vrste v vzorcu na ta nac¢in dolo¢imo v enem »zamahu«. Postopek
omogoca zaznavanje Sirokega spektra organizmov, vkljué¢no z mikroorganizmi,
rastlinami, zivalmi in glivami, s ¢Cimer ponuja globok vpogled v biotsko raznovrstnost in
funkcionalnost ekosistemov. Metoda je Se posebej uporabna pri preu¢evanju
kompleksnih ekosistemoy, kjer tradicionalne metode zbiranja in analize vrst pogosto
niso uc¢inkovite. Stopnjo natanc¢nosti analize vzorca je odvisna tudi od razpolozljivih
referenénih sekvencnih baz podatkov za posamezne vrste (vrstno specifi¢ne barkode).

S tradicionalno metodo do istega rezultata pridemo tako, da v nabranem vzorcu najprej
roc¢no presortiramo taksonomske enote glede na sorodnost (npr. na polze, muhe,
kobilice, ipd.), kar samo po sebi v nekoliko vecjih vzorcih lahko pomeni nekaj dni dela.
Nakar je treba vse izbrane in presortirane osebke Se dolociti. Za zanesljivo doloCanje
rabimo vrhunske strokovnjake - taksonome, za vsako SirSo skupino svojega. Njihovo delo
je povezano z bistveno vecjimi stroski kakor so stroSki metode izolacije in pomnoZevanja
pri DNA metabarkodiranju. Poleg tega so dobri taksonomski strokovnjaki pogosto zelo
zasedeni, tako da bi rezultate o vrstni sestavi v nabrani zdruzbi lahko najbolj
optimisti¢no pricakovali morda Sele eno leto po tem, ko bi vzorec nabrali. V praksi se
pogosto tudi izkaze, da za nekatere skupine v vzorcih niti ne bi dobili strokovnjakov, tako
da bi bila analiza vrstne sestave zdruzbe v vzorcu pomanjkljiva.

Prednost DNA metabarkodiranja pred klasi¢nim pristopom je torej v hitrosti pridobivanja
rezultatov, v nizjih stroSkih in vtem, da je analiza biodiverzitete naceloma bolj popolna.
Slabost metode je vtem, da je doloCanje vrst zaenkrat manj natancno, kakor, ¢e vrste
dolocajo strokovnjaki taksonomi. Z razvojem metode ocenjujemo, da se bo ta razlika
zmanjSevala.
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Slika 1: Shema razlike med metodo DNA metabarkodiranja (spodnja polovica) in DNA
barkodiranja (zgornja polovica; Sample= vzorec; DNA extraction = izolacija DNA, PCR
amplification = PCR pomnoZevanje; Sequencing = sekvencioniranje; Specie(s) identification =
dolocCene vrste. Avtor slike: David CasMor. / Shema razlike izmedu metode DNA
metabarkodiranja (donja polovica) i DNA barkodiranja (gornja polovica; Sample = uzorak; DNA
extraction = izolacija DNA, PCR amplification = PCR amplifikacija; Sequencing = sekvenciranje;
Specie(s) identification = odredivanje vrste. Autor slike: David CasMor

V tem delu predstavljamo protokol laboratorijskega dela za ne-destruktivho DNA
metabarkodiranje, s katerim pridemo do rezultatov vrstne raznolikosti nevretencarjev v
vzorcih nabranih na travnikih in hkrati primerkov v vzorcih ne uni¢imo. Protokol ne
vklju€uje postopkov bioinformacijskega dela dolocanja, ki obi¢ajno sledi
laboratorijskemu delu. Namen protokola je, da bi z njim omogocili primerljivo doloCanje
vrst, kar pomeni, da lahko kdorkoli, ki se bo drzal protokola dobi rezultate, ki jih bo lahko
neposredno primerjal z nasimi. Cilj je, da bi se protokol uporabljal na ¢im vec¢
institucijah, saj bi na ta nacin pridobili ogromno pomembnih, primerljivih informacij o
biodiverziteti nevretencarske favne na travnikih. Metodo nabiranja nevretencarjev na
travnikih smo standardizirali v drugem protokolu, ki je dostopen na www:
https://www.nib.si/projektinib?view=project&id=486 in na
https://www.hpm.hr/hr/EU_projekti.
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U genetici, barkod predstavlja specificnu DNA ili RNA sekvencu. Ta sekvenca ili slijed je
specifican za vrstu, slicno kao Sto se barkod na proizvodima u trgovini odnosi na odredeni
artikl. Metoda kojom se vrste odreduju na temelju DNA barkodova naziva se DNA
barkodiranje. DNA metabarkodiranje je metoda stara oko 20 godina koja istovremeno
analizira barkodove svih taksonomskih jedinica prisutnih u proucavanom uzorku, a ne samo
jedne, pojedinacne vrste (slika 1). Na taj nacin mozemo prilicno brzo i jednostavno doc¢i do
informacija o bioloskoj zajednici koju smo analizirali.

Proces DNA metabarkodiranja, nakon prikupljanja uzorka, zapocinje izolacijom DNA iz
organizama prisutnih u uzorku. Sljedeci korak je umnazanje dobivenih fragmenata DNA u
dovoljnom broju kopija kako bi im se mogao ocitati slijed i odrediti pripadnost vrsti
koriStenjem bioinformatickih alata. Na taj se nacin sve vrste u uzorku determiniraju u jednom
"potezu”. Proces omogucuje detekciju Sirokog spektra organizama, ukljucujudi
mikroorganizme, biljke, Zivotinje i gljive, ¢ime pruza dubok uvid u biolosku raznolikost i
funkcionalnost ekosustava. Metoda je posebno korisna u proucavanju slozenih ekosustava,
gdje su tradicionalne metode prikupljanja i analize vrsta ¢esto neucinkovite. Razina to¢nosti
analize uzorka takoder ovisi o kompletnosti baza podataka DNA sekvenci za pojedine vrste
(specificni barkodovi vrste).

Tradicionalnom metodom isti rezultat postizemo tako da organizme u prikupljenom uzorku
najprije rucno razvrstamo po srodnosti u taksonomske skupine (npr. puzevi, muhe, skakavci i
sl.), Sto kod velih uzoraka moze zahtijevati viSednevni rad. Nakon toga jos treba identificirati
sve odabrane i predsortirane primjerke. Za pouzdanu determinaciju potrebni su nam vrhunski
strucnjaci - taksonomi, po jedan za svaku Siru skupinu. Njihov rad povezan je sa znatno visSim
troskovima od troskova metode izolacije i amplifikacije u DNA metabarkodiranju. Nadalje,
dobri taksonomi cesto su vrlo zaposleni, tako da je i u najoptimisti¢nijem slucaju rezultate o
vrstnom sastavu prikupljenog uzorka moguce ocekivati mozda tek godinu dana nakon
prikupljanja uzorka. U praksi se cesto pokaze da za neke skupine u uzorcima ne bismo niti
pronasli strucnjake, pa bi analiza vrstnog sastava zajednice bila nepotpuna.

Prednost DNA metabarkodiranja u odnosu na klasi¢ni pristup je stoga brzina dobivanja
rezultata, nizi troskovi i Cinjenica da je analiza bioraznolikosti u nacelu potpunija. Slabost
metode je u tome $to je determinacija vrsta trenutno manje precizna nego kada vrste
determiniraju strucnjaci taksonomi. Kako se metoda bude razvijala, procjenjujemo da Ce se ta
razlika smanjivati.

U ovom radu predstavljamo laboratorijski protokol za nedestruktivno DNA metabarkodiranje,
koji nam omogucuje dobivanje rezultata o raznolikosti vrsta beskraljesnjaka u uzorcima
prikupljenim s travnjaka bez unistavanja primjeraka u uzorcima. Protokol ne ukljucuje
postupke bioinformaticke analize koja obi¢no slijedi nakon rada u laboratoriju. Svrha
protokola je omoguciti usporedivu determinaciju vrsta, odnosno osigurati da svatko tko
slijedi protokol moze dobiti rezultate koji se mogu izravno usporediti s nasima. Cilj nam je je
da se protokol koristi u $to ve¢em broju institucija, jer bi to pruzilo obilje vaznih, usporedivih
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informacija o bioraznolikosti faune beskraljesnjaka na travnjacima. Nacin sakupljanja
beskraljeSnjaka na livadama standardiziran je u drugom protokolu koji je dostupan na

https://www.nib.si/projektinib?view=project&id=486 i
https://www.hpm.hr/hr/EU_projekti.
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Uvod v protokol / Uvod u protokol

Protokol vsebuje navodila za metabarkodiranje DNK (ang. DNA metabarcoding), ki
poteka v treh korakih:

1. ne-destruktivna izolacija DNK iz nesortiranih vzorcev travniskih zdruzb
nevretencarjev ;

2. priprava sekvenc¢nih knjiznic ;

3. NGS (next-generation sequencing) skevenciranje za hkratno dolo¢anje
¢rtnih kod DNK razli¢nih osebkov oz. za hkratno zaznavo prisotnosti
mnogih taksonov v enem vzorcu.

Protokol je modifikacija protokola FAVIS (Iwaszkiewicz-Eggebrecht et al., 2023) in je
optimiziran za visoko prepustno obdelavo nesortiranih vzorcev travniskih zdruzb, ki smo
jihvzorgili s ke¢erjem. Aktivnosti v protokolu so razdeljene v Stiri sekcije:

1. Priprava delovnega prostora;

2. Obdelava vzorcev — dekantiranje etanola, tehtanje mokre biomase, ne-
destruktivna liza vzorcev in hramba materiala za nadaljnje delo;

3. Ekstrakcija in purifikacija DNK;

4. Priprava sekvencnih knjiznic in NGS sekvenciranje.

Protokol sadrzi upute za DNA metabarkodiranje koje se odvija u tri koraka:

1. nedestruktivna izolacija DNA iz nerazvrstanih uzoraka travnjackih
zajednica beskraljesnjaka;
priprema knjiznica za sekvenciranje;

3. NGS (next-generation squencing) sekvenciranje za istovremeno
odredivanje DNA barkodova razlicitih uzoraka odnosno za istovremeno
otkrivanje prisutnosti vise taksona u jednom uzorku.

Protokol je modifikacija FAVIS protokola (Iwaszkiewicz-Eggebrecht et al., 2023.) i optimiziran
je za visokoproduktivnu obradu nesortiranih uzoraka travnjackih zajednica uzorkovanih
kecerom. Aktivnosti u protokolu podijeljene su u Cetiri dijela:

1. Priprema radnog prostora;
2. Obrada uzorka — dekantiranje etanola, vaganje mokre biomase,
nedestruktivna liza uzoraka i skladistenje materijala za daljnji rad;
3. Ekstrakcija i prociscavanje DNA;
Priprema knjiznica i NGS sekvenciranje.
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1. Material / Materijal

1.1. Seznam laboratorijske opreme / Popis laboratorijske

opreme

Oprema Koli¢ina Namen

Magnetno mesalo (z gretjem) Priprava pufrov

pH meter Priprava pufrov

Laboratorijska steklovina (¢ase, liji, merilni valji, Priprava pufrov

laboratorijske steklenice)

Natanc¢na laboratorijska tehtnica (tehtanje kemikalij) Priprava pufrov

Velika plasti¢na posoda (~40-50 L) za pomivanje in 2 kos / vzorec Postaja za pomivanje in

dekontaminacijo z raztopino varikine dekontaminacijo

Puhalka za 95% EtOH in za 10% raztopino varikine 2 kos / vzorec Postaja za pomivanje in
dekontaminacijo

Vodna kopel za predhodno segrevanje vzorcev (56°C) pred
dodatkom liznega pufra

Dovolj velika za
nacrtovano Stevilo
vZorcev

Postaja za segrevanje vzorcev

Natancna laboratorijska tehtnica za tehtanje vzorcev Tehtalna postaja
Racunalnik (za zapis tez) Tehtalna postaja
Laboratorijska banjica za delovno postajo 1 kos / vzorec + Delovna postaja
neg. kontrola
500 mL nalgenska posodica z zamaskom — posodica naj ima 1 kos / vzorec +2 | Delovna postaja
Siroko grlo za odtekanje etanola kos neg. kontrola.
(posodica naj bo
enaka posodici za
hrambo vzorcev)
Tesnilo za pritrditev mreZice na 500 ml posodice za delovno 1 kos / vzorec + Delovna postaja
postajo — tesnilo lahko naredimo iz notranjega pokrova za neg. kontrola
tesno zapiranje tako, da v sredini izrezemo luknjo
Vedji plasticen liji 1 kos / vzorec + Delovna postaja
neg. kontrola
Velike pincete (~200 mm) za delovno postajo 1 kos / vzorec + Delovna postaja

neg. kontrola

Manjsi steklen laboratorijski liji

2 kos / vzorec

Postaja za dodajanje pufra za lizo

Merilni valji

Razli¢ni volumni
(50 to 500 mL)

Postaja za dodajanje pufra za lizo

Pipeti za dodajanje proteinaze K

20-200ul in 100-
1000ul

Postaja za dodajanje pufra za lizo

Male pincete (~110 mm)

Za vsako vrsto v
notranjem
bioloskem
standardu

Postaja za bioloski notranji
standard

Inkubator s stresalnikom

Dovolj velik za
naértovano Stevilo
VZOrcev

Liza vzorcev

Laboratorijski prostor za »pre-PCR« delo

Set pipet za »pre-PCR« delo

Set pipet za
pipetiranje
razli¢nih
volumnov

Aparat za avtomatsko ekstrakcijo DNK Maxwell® RSC (48)
Instrument

Cis¢enje DNK

Mikrovolumski spektrometer (NanoDrop)

Priprava sekvenénih knjiznic

Zmogljiv termiéni cikler z 96 vdolbinicami

Priprava sekvenc¢nih knjiznic
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Stresalnik za PCR stripe ali PCR plosce

Priprava sekvenc¢nih knjiznic

Namizna centrifuga za kratko vrtenje

Priprava sekvenénih knjiznic

Stojala za mikrocentrifugirke

Priprava sekvenénih knjiznic

Laboratorijski prostor za »post-PCR« delo

Priprava sekvenénih knjiznic

Set pipet za »post-PCR« delo Set pipet za Priprava sekvenc¢nih knjiznic
pipetiranje
razlicnih
volumnov
Laboratorijski prostor za elektroforezo Priprava sekvenénih knjiznic
Kad za elektroforezo Priprava sekvenénih knjiznic
Napajalnik za elektroforeto Priprava sekvenc¢nih knjiznic
Sistem za fotografiranje elektroforeznih gelov Priprava sekven¢nih knjiznic
Oprema Kolidina Namjena
Magnetna mjesalica (s grijanjem) Priprema pufera
pH-metar Priprema pufera

Laboratorijsko staklo (¢ase, lijevci, menzure, laboratorijske
boce)

Priprema pufera

Precizna laboratorijska vaga (vaganje kemikalija)

Priprema pufera

Velika plasti¢na posuda (~40-50 L) za pranje i
dekontaminaciju s otopinom varikine

2 kom. / uzorak

Stanica za pranje i dekontaminaciju

Boca $trcaljka za 95% EtOH i za 10% otopinu varikine

2 kom. / uzorak

Stanica za pranje i dekontaminaciju

Vodena kupelj za prethodno zagrijavanje uzoraka (56°C)
prije dodavanja pufera za lizu

Dovoljno velika
za planirani broj
uzoraka

Stanica za zagrijavanje uzoraka

Precizna laboratorijska vaga za vaganje uzoraka

Stanica za vaganje

Racunalo (za zapisivanje masa)

Stanica za vaganje

Laboratorijska kadica za radnu stanicu

1 kom. / uzorak +
neg. kontrola

Radna stanica

500 mL Nalgene spremnik (boca) s poklopcem i Sirokim
grlom za odlijevanje etanola

1 kom. / uzorak +
2 kom. neg.
kontrola.
(spremnik neka
bude jednak
spremniku za
pohranu uzoraka)

Radna stanica

Brtva za pri¢vrs¢ivanje mrezice na Nalgene spremnik od 500
mL u sklopu radne stanice — brtva se moze izraditi od
unutarnjeg poklopca tako, da se u sredini izreze otvor.
Alternativno se mrezica moze pricvrstiti obicnom gumicom
za domacinstvo.

1 kom / uzorak +
neg. kontrola

Radna stanica

Vedi plasticni lijevak

1 kom / uzorak +
neg. kontrola

Radna stanica

Velike pincete (~200 mm) za radnu stanicu

1 kom / uzorak +
neg. kontrola

Radna stanica

Manji stakleni laboratorijski lijevak

2 kom. / uzorak

Stanica za dodavanje pufera za lizu

Menzure

Razli¢iti volumeni
(50 do 500 mL)

Stanica za dodavanje pufera za lizu

Pipete za dodavanje proteinaze K

20-200 ul i 100-

Stanica za dodavanje pufera za lizu

1000 pl

Male pincete (~110 mm) Za svaku vrstu u Stanica za dodavanje internog
unutarnjem bioloskog standarda
bioloskom
standardu

Inkubator tresilica

Dovoljno velika
za planirani broj
uzoraka

Liza uzoraka

Laboratorijski prostor za »pre-PCR« rad

Set pipeta za »pre-PCR« rad

Set pipeta za
pipetiranje
razlicitih
volumena

10
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Aparat za automatsku ekstrakciju DNA Maxwell® RSC (48)
Instrument

Procis¢avanje DNA

Mikrovolumenski spektrofotometar (NanoDrop)

Priprema knjiznica za

sekvenciranje
Odgovaraju¢i PCR aparat (Thermal Cycler) kapaciteta 96 Priprema knjiznica za
uzoraka sekvenciranje
Vortex mikser za PCR stripove ili PCR ploce Priprema knjiznica za
sekvenciranje
Stolna centrifuga za kratko centrifugiranje Priprema knjiznica za
sekvenciranje
Stalci za mikroepruvete Priprema knjiznica za
sekvenciranje
Laboratorijski prostor za »post-PCR« rad Priprema knjiznica za
sekvenciranje
Set pipeta za »post-PCR« rad Set pipeta za Priprema knjiznica za
pipetiranje sekvenciranje
razlicitih
volumena
Laboratorijski prostor za elektroforezu Priprema knjiznica za
sekvenciranje
Kadica za elektroforezu Priprema knjiznica za
sekvenciranje
Aparat za napajanje (power supply) za elektroforezu Priprema knjiznica za
sekvenciranje
Sistem za fotografiranje elektroforeznih gelova Priprema knjiznica za
sekvenciranje

Slika 2: Centrifuga / Centrifuga
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1.2. Seznam kemikalij, laboratorijskih reagentov in potroSnega
materiala / Popis kemikalija, laboratorijskih reagensa i

potroSnog materiala

Material

| Koli¢ina

| Namen

KEMIKALIJE

Deionizirana voda (ddH20)

4% raztopina natrijevega hipoklorita — NaOCl (varikina)

Sveze pripravljena
20% raztopina

Postaja za pomivanje in
dekontaminacijo

Laboratorijski detergent za pomivanje

Postaja za pomivanje in
dekontaminacijo

Natrijev dodecil sulfat /
Sodium dodecyl sulphate — SDS (CAS: 151-21-3)

~2 g/ vzorec

Pufer za lizo

Natrijev klorid / Sodium Chloride — NaCl (CAS: 7647-14-5)

~10 g/ vzorec

Pufer za lizo

Tris Cistosti 99,9% / Tris ultrapure 99.9% (CAS: 77-86-1)

~ 1 g/ vzorec

Tris-HCL

Klorovodikova kislina / Hydrochloric acid — HCI (CAS:
7647-01-0)

Tris-HCL

Dinatrijeva sol EDTA / EDTA disodium dihydrate (CAS:
6381-92-6)

~0.3 g /vzorec

Pufer za lizo

Absolutni etanol / Absolute ethanol ~33 ml / vzorec Obarjanje DNK
3M Natrijev acetat / 3M Sodium Acetate (CAS: 127-09-3) 1,5 ml / vzorec Obarjanje DNK
LABORATORIJSKI REAGENTI

Proteinaza K (20mg/ml) 400 ul / vzorec

Kit za ekstrakcijo DNK Maxwell® RSC PureFood GMO and | 1 kit omogoca Cigtenje DNK

Authentication Kit, ki je komplementaren z aparatom za
avtomatsko ekstrakcijo DNK Maxwell® RSC (48)
Instrument

ekstrakcijo iz 48
vzorev (vkljuéno
z negativnimi

kontrolami)
PCR reakcijska zmes z DNK polimerazo - repliQa HiFi 40 ul za duplikat PCR/priprava sekven¢nih knjiznic
ToughMix (Quantabio) vzorcev

Oligonukleotidna zacetnika NoPlant F 270 in Fol-degen-rev
s TrueSeq adapterji za pripravo sekvenénih knjiznic z
dvostopenjskim PCR:
(ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT +
RGCHTTYCCHCGWATAAAYAAYATAAG) &
(GACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT +
TANACYTCNGGRTGNCCRAARAAYCA) — &istost
zaCetnikov naj bo »NGS-Grade«

PCR/priprava sekvenénih knjiznic

MiliQ voda brez DNAz in RNAz

PCR/priprava sekvenénih knjiznic

Etidijev bromid

Elektroforeza

Agaroza Elektroforeza
Pufer TAE Elektroforeza
Elektroforezni standard 100 bp Elektroforeza

Kit za ¢is¢enje PCR produktov - Monarch DNA Gel
Extraction Kit (New England Biolabs)

Cis¢enje PCR produktov

LABORATORIJSKI POTROSNI MATERIAL

Laboratorijske rokavice

Papirnate brisacke

Konice za pipete s filtri za razli¢ne volumne

Krog iz najlonske mrezice - @7 cm, 300um

2 kos / vzorec + 2
kosa za negativno
kotrolo

Delovna postaja

Nalepke za pisanje

Tehtalna postaja

Petrijevke

Za vsako vrsto v
notranjem
standardu

Postaja za bioloski notranji
standard
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250 mL plastenke s Sirokim grlom

1 kos / vzorec +

Odcejanje lizata in dolgoro¢no

negativna kontrola | shranjevanje vzorcev
Centrifugirke — Falkonke (50 mL) 1 kos / vzorec + Obarjanje DNK
negativna kontrola
Mikrocentrifugirke (2 mL) St. vzorcev + Cis¢enje DNK
negativna kontrola
Plastika za pripravo PCR (8-mestni stripi za PCR Priprava sekven¢nih knjiznjic
mikrocentugirke, mikrocentrifugirke)
Materijal | Kolidina | Namjena
KEMIKALIJE
Deionizirana voda (ddH20)
4% otopina natrijevog hipoklorita — NaOCl (varikina) Svjeze Stanica za pranje i dekontaminaciju
pripremljena 20%
otopina
Laboratorijski deterdzent za pranje Stanica za pranje i dekontaminaciju
Natrijev dodecil sulfat / ~2 g /uzorak Pufer za lizu

Sodium dodecyl sulphate — SDS (CAS: 151-21-3)

Natrijev klorid / Sodium Chloride — NaCl (CAS: 7647-14-5)

~ 10 g / uzorak

Pufer za lizu

Tris Cistoce 99,9% / Tris ultrapure 99.9% (CAS: 77-86-1)

~ 1 g/ uzorak

Tris-HCL

Klorovodié¢na kiselina / Hydrochloric acid — HCI (CAS:
7647-01-0)

Tris-HCL

Kompleksal III(EDTA-Na2x2H20) / EDTA disodium
dihydrate (CAS: 6381-92-6)

~0.3 g/ uzorak

Pufer za lizu

Apsolutni etanol / Absolute ethanol

~33 ml / uzorak

Talozenje DNA

3M Natrijev acetat / 3M Sodium Acetate (CAS: 127-09-3)

1,5 ml / uzorak

TaloZenje DNA

LABORATORIJSKI REAGENSI

Proteinaza K (20mg/ml)

400 pl / uzorak

Kit za ekstrakciju DNA (Maxwell® RSC PureFood GMO
and Authentication Kit), koji je komplementaran s aparatom
za automatsku ekstrakciju DNA Maxwell® RSC (48)
Instrument

1 kit omogucuje
ekstrakciju iz 48
uzoraka
(ukljucujuci neg.
kontrole)

Procis¢avanje DNA

PCR reakcijska smjesa s DNA polimerazom - repliQa HiFi
ToughMix (Quantabio)

40 pl za duplikat
uzoraka

PCR/priprema knjiznica za
sekvenciranje

Oligonukleotidne pocetnice NoPlant F 270 i Fol-degen-rev s
TrueSeq adapterima za pripremu knjiznica za sekvenciranje s
dvostupanjskim PCR-om:
(ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT +
RGCHTTYCCHCGWATAAAYAAYATAAG) &
(GACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT +
TANACYTCNGGRTGNCCRAARAAYCA) — ¢istoca
pocetnica neka bude »NGS-Grade«

PCR/priprema knjiznica za
sekvenciranje

MiliQ voda bez DNAza i RNAza

PCR/priprema knjiznica za

sekvenciranje
Etidijev bromid Elektroforeza
Agaroza Elektroforeza
Pufer TAE Elektroforeza
Elektroforetski standard (100 bp DNA ljestvica) Elektroforeza

Kit za procis¢avanje PCR produkata - Monarch DNA Gel
Extraction Kit (New England Biolabs)

Procisc¢avanje PCR produkata

LABORATORIJSKI POTROSNI MATERIJAL

Laboratorijske rukavice

Papirnati ru¢nici

Filter nastavci za pipetiranje za razlic¢ite volumene

Krug od najlonske mrezice - @7 cm, 300pm

2 kom. / uzorak +
2 kom. za neg.
kotrolu

Radna stanica

Naljepnice za pisanje

Stanica za vaganje
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Petrijevke Za svaku vrstuu Stanica za dodavanje internog
unutarnjem bioloskog standarda
standardu

250 mL plasti¢ni spremnici sa Sirokim grlom 1 kom. / uzorak + | Odvajanje lizata i dugoro¢na
negativna kontrola | pohrana uzoraka

Epruvete za centrifugu— tip Falcon (50 mL) 1 kom. /uzorak + | Talozenje DNA
negativna kontrola

Mikroepruvete (2 mL) Broj uzoraka + Procis¢avanje DNA
negativna kontrola

Plastika za pripremu PCR reakcije (8-struki strip PCR Priprema knjiznica za

mikroepruveta, mikroepruvete) sekvenciranje

Slika 3: Proteinaza K / Proteinaza K
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1.3. Priprava pufrov in drugih kemijskih raztopin / Priprema

pufera i drugih kemijskih otopina

Pufri in kemijske raztopine pripravi pred zaCetkom postopka delne lize.

Pufere i kemijske otopine pripremite prije pocetka postupka djelomicne lize.

PUFER ZA LIZO, 5L

Pufer je pripravljen po navodilih originalnega protokola FAVIS (lwaszkiewicz-Eggebrecht et al.
2023) in sledi navodilom Vesterinen et al. (2016).

V 5 litrsko steklenico dodaj:

4.5 L ddH20,

116.9 g natrijevega klorida NaCl,
2.9 g EDTA,

50 mL 1M Tris-HCI, pH 8.0,

20 g SDS in

magnet za magnetno mesalo.

Reagente raztopi s segrevanjem na 60 °C in meSanjem na magnetnem mesalu —
steklenica naj bo zaprta z rahlo zategnjenim pokrovom. Magnetno mesalo odstrani,
ko so vse sestavine raztopljene in do oznake za 5 L dotoci ddH20.

PUFER ZA LIZU, 5L

Pufer je pripremljen prema uputama originalnog protokola FAVIS (lwaszkiewicz-
Eggebrecht et al. 2023) te slijedi smjernice Vesterinen et al. (2016).

U staklenu bocu od 5 litara dodajte:

4.5 L ddH20,

116.9 g natrijevog klorida NaCl,
2.9 g EDTA,

50 mL 1M Tris-HCI, pH 8.0,

20 g SDS i

magnet za magnetnu mjesalicu.

15



A
nerrey - - -

Slovenija - Hrvatska

Reagense otopite zagrijavanjem na 60 °C uz mijesanje na magnetskoj mjesalici — boca
neka bude zatvorena slabo zategnutim ¢epom. Kada su svi sastojci otopljeni, izvadite
magnet i dolijte ddH20 do oznake 5 L.

1 M TRIS HCL, pH 8,0, 1L
V 1 merilno litrsko ¢aso dodaj:

- 121,4 g Tris,

- ddH20 do oznake za 800ml,

- klorovodikovo kislino za uravnavo pH na 8.0 in
- ddH20 do oznake za 1000ml.

Raztopino steriliziraj s filtracijo preko brizge, uporabi filter z okenci premera 0,2 um.
Raztopino lahko hranis$ na sobni temperaturi.

1 M TRIS HCL, pH 8,0, 1L
U mjernu casu od 1 L dodajte:

- 121,4 g Tris,

- ddH20 do oznake 800 ml,

- klorovodicnu kiselinu za podesavanje pH vrijednosti na 8.0 i
- ddH20 do oznake 1000 ml.

Otopinu sterilizirajte filtracijom preko Sprice. Upotrijebite filter s porama promjera 0,2
pum. Otopinu mozete Cuvati na sobnoj temperaturi.

0,5 M EDTA, pH 8,0, 1L
V 1 merilno litrsko ¢aso dodaj:

- 186,12 g EDTA,

- ddH20 do oznake za 800ml,

- NaOH za uravnamo pH na 8.0 in
- ddH20 do oznake za 1000ml.

Raztopino steriliziraj s filtracijo preko brizge. Uporabi filter z okenci premera 0,2 um.
Raztopino lahko hranis$ na sobni temperaturi.

16



A
nerrey - - -

Slovenija - Hrvatska

0,5 M EDTA, pH 8,0, 1L

U mjernu ¢asu od 1 L dodaj:

186,12 g EDTA,

ddH20 do oznake 800 ml,

NaOH za podesavanje pH vrijednosti na 8.0 i
ddH20 do oznake 1000 ml.

Otopinu sterilizirajte filtracijom preko Sprice. Upotrijebite filter s porama promjera 0,2

pum. Otopinu mozete Cuvati na sobnoj temperaturi.

A\

Slika 4: Kit za ekstrakcijo DNK Maxwell® RSC PureFood GMO and Authentication Kit,
komplementaren z aparatom za avtomatsko ekstrakcijo DNK Maxwell® RSC (48) (v ozadju). / Kit
za ekstrakciju DNA (Maxwell® RSC PureFood GMO and Authentication Kit), komplementaran s
aparatom za automatsku ekstrakciju DNA Maxwell® RSC (48) (u pozadini).
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2. Priprava postaj/ Priprema stanica

2.1. Pralna postaja/ Stanica za pranje

- Kovinske pripomocke (Skarje, pincete...) dekontaminiraj s suho sterilizacijo v pecici
pri 185 °C, vsaj ur (Blumberg, 1987).

-V eni posodi pripravi raztopino vode in detergenta v drugi 20% raztopino varikine.
Opremo najprej namoci v posodi z 10% raztopino varikine za vsaj 15 min in jo nato
speri v posodi z detergentom in vodo. Velikost posode je odvisna od Stevila
vzorcev. ~40-50L posoda je primerna za 20 vzorcev. Raztopino varikine menjaj
tedensko.

- Pripravi puhalko z 20 % raztopino varikine, puhalko z etanolom in puhalko z
deionizirano vodo ter papirnate brisacke za Cis¢enje pultov.

Dekontaminirajte metalne alate (Skare, pincete i sl.) suhom sterilizacijom u pecnici
na 185°C najmanje ? sata (Blumberg, 1987).

U jednoj posudi pripremite otopinu vode i deterdzenta, u drugoj 20% otopinu
varikine. Najprije namocite opremu u posudu s 20% otopinom varikine na
najmanje 15 minuta, a zatim je isperite u posudi s deterdZzentom i vodom. Velicina
spremnika ovisi o broju uzoraka. Spremnik ~40-50 L prikladan je za 20 uzoraka.
Otopinu varikine mijenjajte tjedno.

Pripremite bocu strcaljku s 20% otopinom varikine, bocu strcaljku s etanolom,
bocu strcaljku s deioniziranom vodom i papirnate rucnike za cis¢enje radnih
povrsina.

2.2. Delovne postaje / Radne stanice

- Vse delovne povrsine ocisti z raztopino varikino (puhalka), osusi z brisackami,
prebris z deionizrano vodo in ponovno posusi z brisackami.

- Pripravi toliko delovnih postaj kot imas$ vzorcev in dodatno delovno postajo za
negativno kontrolo. Na vsako postajo postavi laboratorijsko banjico v katero zlozis
500 ml nalgensko posodico s Sirokim grlom, 1 vedji plasticen lij, zamasek za
posodico, 2 kroga iz najlonske mrezice (300 um), tesnilo za pritrditev mrezice, 1
veliko pinceto in 500 ml nalgensko plastenko s Sirokim grlom z vzorcem (pri
negativni kontroli namesto te uporabimo prazno plastenko).

- Plastenke z vzorci in pokrove oznaci s trajnim markerjem. Oznacimo tudi negativno
kontrolo.
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- Odistite sve radne povrsine otopinom varikine (boca strcaljka), osusite rucnicima,
prebriSite deioniziranom vodom i ponovno osusite rucnicima.

- Pripremite onoliko radnih stanica koliko uzoraka imate i dodatnu radnu stanicu za
negativnu kontrolu. Na svaku stanicu stavite laboratorijsku kadicu u koju poslozite
Nalgene spremnik od 500 ml sa Sirokim grlom, 1 veliki plasticni lijevak, poklopac za
spremnik, 2 kruga od najlonske mrezice (300 um), brtvu za pric¢vrscivanje mrezice, 1
veliku pincetu i Nalgene spremnik od 500 ml sa Sirokim grlom s uzorkom (za
negativnu kontrolu umjesto toga upotrijebite prazan spremnik).

- Oznacite spremnike s uzorcima i poklopce trajnim markerom. Oznacavamo i
negativnu kontrolu.

Slika 5: Delovne postaje / Radne stanice
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2.3. Postaja za dodajanje bioloSkega notranjega standarda
(ang. biological spike-in) / Stanica za dodavanje internog
bioloSkog standarda (engl. spike-in)

- Postajo za dodajanje notranjega bioloskega standarda pripravi na loCcenem delu
pulta. Za notranji standard uporabi vrste, ki zagotovo niso prisotne v zdruzbah, ki si
jih vzorcil in ki so na voljo v velikih koli¢inah. Bioloske notranje standard naberi in
pripravi predhodno. Pri analizi travniskih zdruzb smo za notranji standard
uporabljali potocne postranice vrste Gammarus fossarum. Predhodno smo v
mikrocentrifugirkah stehtali po dva do tri osebke in jih zamrznili.

- Pripravi ustrezno Stevilo mikrocentrifugirk z notranjimi bioloskimi standardi in
manjso pinceto za dodajanje v vzorce.

Stanica za dodavanje internog bioloskog standarda pripremljena je na posebnom
dijelu radne povrsine. Za interni standard koristite vrste koje sigurno nisu prisutne
u zajednicama koje ste uzorkovali i koje su dostupne u velikim koli¢inama.
Prikupite i pripremite bioloske interne standarde unaprijed. U analizi livadskih
zajednica kao interni standard koristeni su potocni rakusci vrste Gammarus
fossarum. Prethodno su se dvije do tri jedinke izvagale u mikroepruvetama i
zamrznule.

Pripremite odgovarajuci broj mikroepruveta s internim bioloskim standardima i
malu pincetu za dodavanje uzorcima.

2.4. Postaja za dodajanje pufra za lizo in proteinaze K/ Stanica
za dodavanje pufera za lizu i proteinaze K

- Na loCenem delu pulta pripravi postajo za dodajanje pufra za lizo in proteinaze K.
Pufer za lizo pripravis po navodilih v poglavju 1 (Priprava raztopin).

- Za odmerjanje pripravi valje z razlicnimi volumni od 50 ml do 500 ml, manjse lije,
1000 ml pipeto in konice s filtrom. Na 10 g vzorca dodamo 100 ml pufra in 100 pl
proteinaze K, Ce so vzorci tezji od 40 g dodamo 400 ml pufra in 400 ul proteinaze
K. V negativno kontrolo dodamo 30 ml pufra in 30 ul proteinaze K.
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Na zasebnom dijelu radne povrsine pripremite stanicu za dodavanje pufera za lizu i

proteinaze K. Pripremite pufer za lizu prema uputama u Poglavlju 1 (Priprema
otopina).

Pripremite menzure razlicitih volumena od 50 ml do 500 ml, manje lijevke, pipetu
od 1000 pl i filter nastavke za pipetiranje. Dodajte 100 ml pufera i 100 pl
proteinaze K na 10 g uzorka, ako je uzorak tezi od 40 g, dodajte 400 ml pufera i
400 pl proteinaze K. Dodajte 30 ml pufera i 30 pl proteinaze K u negativnu
kontrolu.

2.5. Postaja za tehtanje / Stanica za vaganje

Na locenem delu pulta pripravi postajo za tehtanje s tehtnico, nalepkami in
racunalnikom za zapis tez. Pred zacetkom postopka stehtaj tezo praznih 500 ml
posodic za odtekanje etanola. Za biomaso odstejes povprecno vrednost prazne
posodice od bruto teze plastenke z vzorcem.

Na posebnom dijelu radne povrsSine pripremite stanicu za vaganje s vagom,
naljepnicama i racunalom za biljezenje masa. Prije pocCetka postupka izvazite
prazne spremnike od 500 ml za odlijevanje etanola. Za biomasu oduzmite
prosjecnu vrijednost praznog spremnika od bruto tezine spremnika s uzorkom.
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3. Postopek / Postupak

3.1. Segrevanje pufra za lizo / Zagrijavanje pufera za lizu

- Pufer za lizo ob mesanju z magnetom segrej na 65-70°C, mesaj vsaj dokler se
oborine popolnoma ne raztopijo.

- Zagrijte pufer za lizu na 65-70°C uz mijeSanje magnetom, mijesajuci dok se talog
potpuno ne otopi.

3.2. Dekantiranje etanola / Dekantiranje etanola

- Z dekantiranjem zacni na prvi delovni postaji. Odpri posodo z vzorcem in z veliko
pinceto odstrani etiketo z oznako vzorca, v kolikor se ta nahaja v posodi. S
pomocjo etanola v puhalki speri etiketo tako, da poskrbis, da zivali vrne$ nazaj v
posodo.

- Na odprtino plastenke namesti krog iz najlonske mrezice in ga pritrdi s tesnilom.

- Nadaljuj na naslednji delovni postaji in ponovi koraka 8.1 in 8.2.

- Vrni se na prvo delovno postajo. Etanol iz posode z vzorcem preko pritrjene
najlonske mrezice pocasi prelij v 500 ml nalgensko posodico za odtekanje etanola,
pomagaj si s plasti¢nim lijem in rotiranjem posodice.

- Ko je odtekel skoraj ves etanol posodo obrni na glavo in jo postavi v lij in pusti 35
min, da odtecCe do konca (lwaszkiewicz-Eggebrecht et al., 2023).

- Nadaljuj na naslednji delovni postaji in ponovi koraka 8.3 in 8.4.

- Po 35 minutah se vrni na prvo postajo in odstrani posodo iz lija.

- Pazljivo odstrani tesnilo in najlonsko mrezico potisni notri v posodico z vzorcem,
kjer ostane med postopkom delne lize, pomagaj si z dolgo pinceto.

- Posod z vzorcem zapri z originalnim zamaskom.

- Nadaljuj na naslednji delovni postaji in ponovi korake 8.7 do 8.9.

- Plasti¢ne lije iz vseh delovnih postaj odnesi do postaje za pomivanje in jih
dekontaminiraj in pomij po protokolu.

- (1) Zapocnite dekantiranje na prvoj radnoj stanici. Otvorite spremnik s uzorkom i
velikom pincetom uklonite etiketu s oznakom uzorka, ako postoji. Koristedi etanol
u boci Strcaljci, isperite etiketu, pazedi da vratite Zivotinje u spremnik.
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(2) Stavite krug od najlonske mrezice preko otvora boce i pricvrstite ga brtvom.
(3) Nastavite do sljedece radne stanice i ponovite korake 1.1 2.

(4) Povratak na prvu radnu stanicu. Polako prelijte etanol iz spremnika za uzorak
kroz pricvrs¢enu najlonsku mrezicu u Nalgene spremnik od 500 ml za odlijevanje
etanola, koristedi plasticni lijevak i okrecuci spremnik.

(5) Kada gotovo sav etanol iscuri, okrenite spremnik naopako, stavite ga u lijevak i
ostavite 35 minuta da se potpuno iscijedi (lwaszkiewicz-Eggebrecht i sur., 2023.).
(6) Nastavite do sljedece radne stanice i ponovite korake 4. i 5.

(7) Nakon 35 minuta vratite se na prvu stanicu i izvadite spremnik iz lijevka.

(8) Pazljivo uklonite brtvu i pomocu duge pincete gurnite najlonsku mrezicu u
spremnik za uzorak, gdje ¢e ostati tijekom postupka djelomicne lize.

(9) Zatvorite spremnik s uzorkom originalnim poklopcem.

(10) Nastavite do sljedece radne stanice i ponovite korake 7. do 9.

(11) Odnesite plasticne lijevke sa svih radnih stanica u praonicu te ih
dekontaminirajte i operite prema protokolu.

3.3. Tehtanje/Vaganje

Vse vzorce odnesi do postaje za tehtanje.

Stehtaj maso vsakega vzorca in jo vnesi v racunalnik.

Za vsak vzorec izraCunaj biomaso tako, da od bruto teze odstejes$ povprecno tezo
plastenke.

Glede na biomaso ocenimo koliko pufra za lizo in proteinaze K potrebujes za vsak
vzorec in vrednosti zapisi na posoda. Za oceno si pomagaj z naslednjo tabelo:

A B C

TeZa vzorca (g) Pufer za lizo (mL) Proteinaza K (pL)
< 5,00 30 30

5,00 - 9,99 50 50

10,00 — 19,99 100 100

20,00 — 29,99 200 200

30,00 - 39,99 300 300

>40,99 400 400

Negativna kontrola 30 30
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- Odnesite sve uzorke na stanicu za vaganje.
- Izvazite masu svakog uzorka i unesite je u racunalo.

- Za svaki uzorak izraCunajte biomasu oduzimanjem prosjecne tezine spremnika od

bruto tezine.

- Na temelju biomase procijenite koliko pufera za lizu i proteinaze K trebate za svaki
uzorak i zapisite vrijednosti na posudu. Upotrijebite sljedecu tablicu kao pomo¢ pri

procjeni:
A B C
Masa uzorka (g) Pufer za lizu (mL) Proteinaza K (pL)
< 5,00 30 30
5,00 - 9,99 50 50
10,00 — 19,99 100 100
20,00 - 29,99 200 200
30,00 - 39,99 300 300
>40,99 400 400
Negativna kontrola 30 30

3.4. Dodajanje notranjega bioloSkega standarda / Dodavanje

internog bioloskog standarda

- Po vrsti v vsak vzorec dodaj notranji bioloski standard znane biomase iz
predhodno pripravljenih mikrocentrifugirk. V negativno kontrolo notranjega

standarda ne dodas.
- Biomaso notranjih standardov vnesi v racunalnik.

- Dodajte interni bioloski standard poznate biomase iz prethodno pripremljenih

mikroepruveta svakom uzorku redom. Negativnoj kontroli ne dodajete interni

standard.

- Unesite biomasu internih standarda u racunalo.
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Slika 6: Pripravljeni bioloski standardi z znano biomaso. / Pripremljeni interni bioloski standardi
poznate biomase.

3.5. Dodajanje pufra za lizo in proteinaze K/ Dodavanje pufera
za lizu i proteinaze K

- Za vsak vzorec predhodno izracunaj volumen obeh reagentov (9.4)

- V vzorce najprej dodaj pufer za lizo. Pri natakanju in doziranju volumna si pomagaj
s steklenim lijem in merilnim valjem. Pufer dodajaj postopoma in z njim spklani
notranje stene posodice z vzorcem, da splaknes Zivali.

- Za svaki uzorak, prethodno izracunajte volumen oba reagensa (9.4)

- Najprije dodajte pufer za lizu u uzorke. Koristite stakleni lijevak i menzuru koji ¢e
vam pomodi u izlijevanju i mjerenju volumena. Postupno dodajte pufer i njime
isperite unutarnje stijenke spremnika s uzorkom kako biste isprali zivotinje.
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3.6. Predhodno segrevanje vzorcev v vodni kopeli /
Predgrijavanje uzoraka u vodenoj kopeli

- Za pospesitev postopka inkubacije, vzorce predhodno segrej v vodni kopeli na 56
°C, in sicer tako, da jih za 40 minut potopis v vodno ogreto na 60 °C. Ker cas
predhodnega segrevanja variira glede na volumen vzorca, Stevilo vzorcev, tip
posodic in tip vodne kopeli, spremljaj temperaturo v vzorcih.

Kako biste ubrzali proces inkubacije, prethodno zagrijte uzorke u vodenoj kupelji
na 56 °C tako da ih uronite u vodu zagrijanu na 60 °C na 40 minuta. Buduci da
vrijeme predgrijavanja varira ovisno o volumenu uzorka, broju uzoraka, vrsti
posuda i vrsti vodene kupelji, pratite temperaturu u uzorcima.

3.7. Inkubacija vzorcev na 56°C s stresanjem / Inkubacija
uzoraka na 56°C uz mijeSanje

Predhodno segrete vzorce postavi v inkubator s stresalnikom, ki ga predhodno
ogrejes na 56 °C.
Inkubiras 2 uri in 45 minut pri 56 °C s stresanjem do 90 rpm.

Stavite prethodno zagrijane uzorke u inkubator-tresilicu, prethodno zagrijanu na
56 °C.
Inkubirajte 2 sata i 45 minuta na 56 °C uz mijesanje pri 90 rpm.
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3.8. Dekantiranje lizata in dolgoroCna shranjevanje vzorcev /
Dekantiranje lizata i dugotrajna pohrana uzoraka

(1) Na vsaki delovni postaji pripravi 50 ml falkonko, po dve 2 ml mikrocentrifugirki
s pokrovom z navojem in 500 ml nalgensko posico s Sirokim grlom, Ce je volumen
lizata manjsi od 200 ml, lahko uporabis 250 ml posodico.

Posodice z vzorci odstrani iz inkubatorja in jih razporedi na delovne ppstaje.

Zacni na prvi delovni postaji. Odpri posodo z vzorcem in na odprtino plastenke
namesti nov krog iz najlonske mrezice in ga pritrdi s tesnilom.

Lizat previdno prelij v oznaceno posodico za shranjevanje lizata. Lizat odlivaj dokler
kapljanje ne poneha in zapri posodo za shranjevanje lizata.

Pazljivo odstrani tesnilo in najlonsko mrezico potisni notri v posodico z vzorcem,
pomagaj si z dolgo pinceto.

V posodico z vzorcem vrni originalno etiketo (iz 8.1) oz. dodaj novo, ce te ni bilo.
(7) Za fiksiranje in hrambo vzorca uporabi etanol v katerem je bil vzorec originalno
hranjen (iz 8.4), previdno ga prelij nazaj iz posodice za odtekanje etanola in zapri
posodo. Po potrebi dotoci svez 96 % tehnicen etanol.

Za vsak vzorec ponovi korake od prvega (1) v poglavju 3.8. do sedmega (7).
Laboratorijske banjice, posodice za odtekanje etanola, tesnila za najlonske mrezice
odnesi do postaje za pomivanje in jih dekontaminiraj in pomij po protokolu.
Pincete umij z detergentom in dekontaminiraj s postopkom suhe sterilizacije po
protokolu.

(1) Na svakoj radnoj stanici pripremite Falcon epruvetu od 50 ml, dvije
mikroepruvete od 2 ml s ¢epovima na navoj i Nalgene spremnik od 500 ml sa
sirokim grlom. Ako je volumen lizata manji od 200 ml, mozete koristiti spremnik od
250 ml.

(2) Izvadite spremnike za uzorke iz inkubatora i rasporedite ih na radne stanice.

(3) Pocnite na prvoj radnoj stanici. Otvorite spremnik s uzorkom i postavite novi
krug od najlonske mrezice preko otvora spremnika i priCvrstite ga brtvom.

(4) Pazljivo ulijte lizat u oznaceni spremnik za pohranu lizata. Ulijevajte lizat dok ne
prestane kapati i zatvorite spremnik za skladistenje lizata.

(5) Pazljivo uklonite brtvu i gurnite najlonsku mrezicu u spremnik s uzorkom
pomocu duge pincete.

(6) Vratite originalnu etiketu (iz koraka 1. u poglavlju 3.2) u spremnik za uzorak.
Dodajte novu ako je nije bilo.
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- (7) Za fiksiranje i pohranjivanje uzorka upotrijebite etanol u kojem je uzorak
izvorno bio pohranjen (iz koraka 4. u poglavlju 3.2), paZljivo ga izlijte natrag iz
spremnika za odlijevanje etanola i zatvorite spremnik. Po potrebi dodajte svjezi
96% tehnicki etanol.

- Ponovite sve korake od prvog (1) do sedmog (7) u poglavlju 3.8. za svaki uzorak.

- Odnesite laboratorijske kadice, spremnike za odlijevanje etanola i brtve za
najlonske mrezice u stanicu za pranje te ih dekontaminirajte i operite u skladu s
protokolom. Operite pincetu deterdzentom i dekontaminirajte postupkom suhe
sterilizacije prema protokolu.

3.9. Obarjanje DNK/ Talozenje DNA

- Obarjanje DNK sledi protokolu Ficetola et al. (2008).

- Od vsakega vzorca odlij 15 ml lizata in ga shrani v ozna¢eno 50 ml falkonko. Pred
odlivanjem vzorec homogeniziraj tako, da ga nezno pretreses.

- Posode z lizatom shrani na -20 °C.

- V vsako falkonko dodaj 1,5 ml 3M natrijevega acetata in 33 ml absolutnega
etanola.

- Falkonke shrani na -20 °C ali neposredno nadaljuj z naslednjim korakom in
ekstrakcijo DNK.

- Talozenje DNA slijedi protokol Ficetola et al. (2008).

- Odlijte 15 ml lizata iz svakog uzorka i pohranite ga u oznacenu Falcon epruvetu od
50 ml. Prije odlijevanja uzorak homogenizirajte laganim mijesanjem.

- Cuvajte spremnike s lizatom na -20 °C.

- Dodajte 1,5 ml 3M natrijeva acetata i 33 ml apsolutnog etanola u svaku Falcon
epruvetu.

- Pohranite Falcon epruvete na -20 °C ili prijedite izravno na sljedeci korak i
ekstrakciju DNA.

3.10. Ekstrakcija DNK / Ekstrakcija DNA
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- S centrifugiranjem (5500 g, 35 min, 6 °C) peletiraj oborjeno DNK iz falkonke in
zavrzi supernatant.

- Peletirano DNK resuspendiraj v 200 ul pufra TE, dodaj 1000 m| CTAB.

- Za ekstrakcijo DNK uporabi aparat za avtomatsko ekstrakcijo DNK Maxwell® RSC
(48) Instrument in pripadajoci kit za ekstrakcijo DNK Kit za ekstrakcijo DNK
Maxwell® RSC PureFood. Pri ekstrakciji sledi protokolu kita.

- Peletirajte precipitiranu DNA u Falcon epruveti centrifugiranjem (5500 g, 35 min, 6
°C) te odstranite supernatant.

- Resuspendirajte talog DNA u 200 pl TE pufera, dodajte 1000 ul CTAB.

- Za ekstrakciju DNA koristite Maxwell® RSC automatizirani instrument za
ekstrakciju DNA (48) Instrument i pripadajuci kit za ekstrakciju DNA Maxwell® RSC
PureFood kit za ekstrakciju DNA. Prilikom ekstrakcije slijedite upute proizvodaca.

ce v/ .o

sekvenciranje

- Za pripravo knjiznic sledi$ dvostopenjskemu PCR protokolu. V prvi stopnji (PCR 1)
pomnozis tarcni marker: 456 bp dolg fragment gena za citokrom oksidazo 1, kio ga
pomnozimo z oligonukleotidnima zacetnikoma NoPlant_F_270 in Fol-degen-rev. V
drugi stopnji (PCR 2) amplikonom dodas indekse in illumina adapterje. V
pricujoCem protokolu je PCR 2 in sekvenciranje opravljeno pri zunanjem
ponudniku.

- Koncentracije DNK pomeri z mikrovolumskim spektrofotometrom.

- Vzorce, ki imajo koncentracijo nad 50 ng/ul redci na koncentracijo med 10 in 50
ng/ul.

- Reakcijsko zmes za PCR1 reakcijo pripravi po naslednji tabeli:
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Komponenta / reagent Volumen
repliQa HiFi ToughMix (2x) 20

10 uM NoPlant_F_270 1,875

10 uM Fol-degen-rev 1,875
ddH20 12,25
Vzorec DNK 4
Skupni volumen 40

- Za PCR1, vsak vzorec pomnozi v dveh ponovitvah. Uporabi naslednje pogoje za

PCR reakcijo:
Korak Temp Cas St. ciklov
Denaturacija 98 °C 30s 1
Denaturacija 98 °C 10 s 30
Naleganje 46 °C 5s 30
Ekstenzija 68 °C 2s 30
Shranjevanje 18 °C 00

- Za pripremu knjiznica slijedite dvostupanjski PCR protokol. U prvoj fazi (PCR 1)
umnazate ciljni marker: fragment gena za citokrom c oksidazu 1 duljine 456 bp,

koji se umnaza s oligonukleotidnim pocetnicama NoPlant_F_270 i Fol-degen-rev. U

drugoj fazi (PCR 2), dodajete indekse i illumina adaptere na amplikone. U
sadasnjem protokolu, PCR 2 i sekvenciranje izvodi vanjski pruzatelj usluga.

- Koncentracije DNA mjere se mikrovolumenskim spektrofotometrom.

- Razrijedite uzorke s koncentracijama iznad 50 ng/ul do koncentracija izmedu 10 i

50 ng/ul.

- Reakcijska smjesa za PCR1 reakciju priprema se prema sljedecoj tablici:

Komponenta / reagens

Volumen (ul)

repliQa HiFi ToughMix (2x)

20

10 uM NoPlant_F_270 1,875
10 uM Fol-degen-rev 1,875
ddH20 12,25
Uzorak DNA 4
Ukupni volumen 40
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- Za PCR1, svaki se uzorak umnaza u dva ponavljanja. Koristite sljedece uvjete za
PCR reakciju:

Korak Temp Vrijeme Broj ciklusa
Denaturacija 98 °C 30s 1
Denaturacija 98 °C 10's 30
Sparivanje 46 °C 5s 30
pocetnica

Ekstenzija 68 °C 2s 30
Zadrzavanje (engl. | 18°C )

hold)

3.12. Elektroforeza / Elektroforeza

- Produkte iz PCR1 reakcije preveri na 2% agaroznem gelu (5 pL PCR produkta), za
za elektroforezni standard uporabi 100 bp.

- Produkti iz PCR1 reakcije provjeravaju se elektroforezom u 2% gelu agaroze (5 plL
PCR produkta), koriste¢i 100 bp DNA ljestvicu kao elektroforetski standard.
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3.13. Ciséenje PCR produktov / Proc¢iséavanje PCR produkata

- PCR1 produkte ocisti z kitom za cis¢enje PCR produktov - Monarch DNA Gel
Extraction Kit (New England Biolabs).

- PCR1 produkti se procis¢avaju s kompletom za procis¢avanje PCR produkata -
Monarch DNA Gel Extraction Kit (New England Biolabs).

3.14. Sekvenciranje / Sekvenciranje

- PCR2 reakcijo in sekvenciranje po tehnologiji lllumina MiSeq opravi pri zunanjem
ponudniku.

- PCR2 reakciju i sekvenciranje pomocu lllumina MiSeq tehnologije izvodi vanjski
pruzatelj usluga.
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