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Kaj je okoljska DNA
(eDNA)?

je DNA (jedrna ali mitohondrijska) organizmov,
ki se sproscajo v okolju. Okoljska DNK izvira iz
celicnega o0z. organskega materiala, ki ga
organizmi (skozi kozo, iztrebke itd.) odvrzejo v
vodno, morsko ali kopensko okolje. To eDNA je
mogoce vzorciti Iin spremljati z novimi
molekularnimi metodami.

Neinvaziven pristop

Visoka verjetnost detekcije redkih, ogrozenih
ali tezko sledljivih vrst

Viri eDNA: izloCeno blato (iztrebki-neinvazivni
vzorci), sluznica, gamete, odpadla koza, dlaka
in lasje, ob razgradnji karkasa, kosti +
sodobnejsi pristopi: cvetovi (vir
oprasevalcev), Malasyian pasti
(nevretencarji), zracna DNA, idr.

eDNK lahko zaznamo v celicni ali zunajceliCni
(raztopljena DNK) obliki.

Detection of

target species
from eDNA

Extracting and
reading eDNA
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Metoda, ki temelji na értnih kodah DNA
Metabarkodiranje DNA (DNA-BASED STUDY TO ASSESS
BIODIVERSITY)

= pristop, ki omogoca identifikacijo vec
milijonov kopij DNA v eni sekvencni reakciji s
pomocjo sekvenciranja naslednje generacije
(NGS) in temelji na identifikaciji €rtnih kod DNA.

+

* hiter, ucinkovit, relativno poceni pristop

e neinvazivni in eDNA vzorci

 visoka verjetnost detekcije redkih, kripticnih,
ogrozenih in vrst, ki jih je tezko preucevati

 standardizirana merila

- detekcija Sirokega spektra taksonov

« sekvenciranje s pomocjo univerzalnih primejrev
(zaCetnih oligonukleotidov)

¥

111111 222223'

« zahteva po dobrem znanju bioinformatike in
kompleksnih genetskih analiz
« kompleksne laboratorijske analize

pomankljive podatkovne referencne baze genetskin - gjiv 1: vsak organizem ima edinstveno, tj. &rtno kodo DNA (angl. DNA barcode),
podatkov ki omogocajo izjemno mocno orodje za preucevanje biodiverzitete -
metabarkodiranje



METODOLOGIJA ANALIZ
OKOLISKE DNK (eDNA)



Osnovna metodologija okoljske DNA

Vzor&enje (neinvazivnih ————= [zolacija genomske DNA ————3p pomnozevanje (qPCR) z
. univerzalnimi taksonomsko-
ali eDNA vzorcev) P eI RSl
§/ specifi¢nimi primerji in vezava
indeksov (MIDs, barcodes)
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PRAKTICNI PRIMER ANALIZE
(eDNA)
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Prakticni primer: preucevanje prehrane sesalcev (divjega prasica) na podlagi

neinvazivnih vzorcev iztrebkov




LABORATORIJSKE VAJE -
ANALIZA VZORCEV PRSTI (eDNA)
ZA IDENTIFIKACIJO TALNIH
ORGANIZMOV (nevretenéariji,

vretenéariji, rastline, glive)




Namen vaje: izolacija eDNA z

Namen laboratorijske analize:
izolacija genomske eDNK in detekcija
organizmov z vzorcev prsti

Kot raziskovalci ste sli na Vzoréili ste vzorce prsti (na
teren terenu 16.10)



Pomembnost talnih ekosistemov (Fraga Dornellas in
sod. 2025)

Evropa: 60-70% prsti kategorizirane kot kategorija ||
y,unhealthy“

Stevilni degradacijski procesi & zahteva po
monitoringu

Nujni ukrepi za ohranjanje prsti in restoracijo
talnih ekosistemov

Prst = najbolj biodiverzitetno pester ekosistem
Zemlje (1/4 vse kopenske BD) .
Biodiverziteta tal = vsa varieteta Zivljenje v tleh od £
genov do zdruzb |
Talni organizmi = kljuCni za ohranjanje e <y
ekosistemskih storitev prsti (razgradnja, krozenje .\j ‘/‘% ﬂ AN )
snovi, filtracija, ¢iS¢enje, prevzem CO2, idr.) ' Lo i)
Talna biodiverziteta (Se posebej Arachnida,
Insecta, Fungi) eden od najmanj raziskovana v
kopenskih ekosistemih




Uporaba metabarkodiranja vzorcev prsti

ProucCevanje mikrobioma tal
(Banerjee et al, 2022; Musialowski in sod. 2025)
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Optimizacija vzorcenja in izolacije eDNA vodnih vzorcev:
USTREZNO VZORCENJE + HANDLING + SHRANJEVANJE = kljucno!

Lastnosti tal (heterogenost=> replikati, dobra
homogenizacija vzorca )

Globina vzorcenja =» biodiverziteta se razlikuje med
talnimi stolpci (poenotenje globine vzorcena)

Mesto odvzema (poznavanje ekologdije tarcnih
organizmov)

PrepreCevanje kontaminacije vzorcev (sterilno orodie,
vkljuCevanje neg. kontrole in poz. kontrole, replikati)
PreprecCevanje degradacije DNA in RNA (pufri, -80*C
PO vzorcenju)

Encimatski inhibitorji v prsti: kisline, fenolne spojine,

snovi, vezane na glino, In druge zaviralce -

vkljuCevanje posebnih postopkov za odstranitev



NAS EKSPERIMENT: METODOLOGIJA IZOLACIJE:
S SODOBNIMI IZOLACIJSKIMI eDNA KIT!I

Namen: Izolirali bomo eDNA talnih vzorcev, ki smo jih
vzorcili na terenu na obmocju ritin vs. ne ritin

Cilf1. Laboratorifske vaje: osvojiti izvedbo izolacije eDNA
vzorcev prsti

Cilj2: Laboratorijske vaje: naucCiti se slediti protokolom
za analizo izolacije eDNA vzorcev

Cilj3: Statisticne vaje: DoloCiti /identificirati taksone, ki
so bili prisotni v talnih vzorcih s pomocCjo pristopa
metabarkodiranja eDNA vzorcev + analiza zastopanosti
taksonov (FOO%)

V predlogi za laboratorijski dnevnik so dodana

vprasanja za eDNA
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NAS EKSPERIMENT: IZOLACIJA TALNIH VZORCEV ZA MONITORING
BIODIVERZITETE PRSTI

Genomic DNA Isolation

Sample : Protein DNA DNA
Preparation Celi Lysis Removal Precipitation Rehydration
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NAS EKSPERIMENT: IZOLACIJA TALNIH VZORCEV ZA MONITORING
BIODIVERZITETE PRSTI

DNA Extraction and Purification from 250-1,000 mg Soil

1. Transfer the glass beads from a Disruptor Tube to a 15 mL centrifuge tube. Add 0.25-1 g soil sample and 1 mL SLX-Mlus
Buffer. Vortex at maximum speed for 3-5 minutes to lyse samples.

2. Add 100 pL DS Buffer. Vortex to mix thoroughly. Incubate at 70°C for 10 minutes. Briefly vortex the tube once during
incubation. Centrifuge at 3,000 rpm for 3 minutes at room temperature.

3. Transfer 800 pL supernatant into a new 2 mL microcentrifuge tube (not provided). Add 270 pL chilled P2 Buffer. Vortex to
mix thoroughly. Let sit on ice for 5 minutes. Centrifuge at maximum speed for 5 minutes.

4. Carefully transfer the supernatant to a new 2 mL microcentrifuge tube. Add 0.7 volumes 100% isopropanol. Mix
thoroughly by inverting tube for 20-30 times. If the soil contains very low DNA, incubate the sample at -20°C for 1 hour.
Centrifuge at maximum speed for 10 minutes. Carefully aspirate and discard the supernatant. Do not disturb the DNA
pellet.

5. Invert the tube on absorbent paper for 1 minute to drain the liquid. Add 200 uL Elution Buffer. Vortex for 10 seconds.
Incubate at 70°C for 10-20 minutes to dissolve the DNA pellet.
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6. Add 100 pL cHTR Reagent that has been completely resuspended. Vortex to mix thoroughly. Let sit at room temperature
for 2 minutes. Centrifuge at maximum speed for 2 minutes.

7. Transfer the cleared supernatant to a new 2 mL microcentrifuge tube. If supernatant still has a dark color from the sail,
repeat Step 6 for a second cHTR Reagent step. This will require additional cHTR Reagent (Cat# CHﬂR—SD} to be purchased
separately.




NAS EKSPERIMENT: IZOLACIJA TALNIH VZORCEV ZA MONITORING
BIODIVERZITETE PRSTI

8. Add an equal volume of XP1 Buffer. Vortex to mix thoroughly.

9. Inserta HiBind® DNA Mini Column into a 2 mL Collection Tube. Transfer the sample from Step 8 to the HiBind® DNA Mini
Column. Centrifuge at 10,000g for 1 minute at room temperature. Discard the filtrate and reuse the Collection Tube.

10. Add 500 pL HBC Buffer diluted with 100% isopropanol. Centrifuge at 10,000g for 1 minute. Discard the filtrate and the
Collection Tube.

11. Transfer the HiBind® DNA Mini Column into a new 2 mL Collection Tube. Add 700 puL DNA Wash Buffer diluted with 100%
ethanol. Centrifuge at 10,000g for 1 minute. Discard the filtrate and reuse the Collection Tube.

12. Centrifuge the empty HiBind® DNA Mini Column at maximum speed for 2 minutes at room temperature. This step is critical
in removing residual ethanol that may interfere with downstream applications.

13. Transfer the HiBind® DNA Mini Column into a clean 1.5 mL microcentrifuge tube. Add 50-100 pL Elution Buffer heated to

70°C directly onto the center of HiBind® matrix. Let sit at room temperature for 1-2 minutes. Centrifuge at maximum speed
for 1 minute.

14. Take the filtrate from Step 13 and place onto the center of the same HiBind® DNA Mini Column used in the procedure. Let
sit at room temperature for 1 minute. Centrifuge at maximum speed for 1 minute.

15. Store eluted DMNA at -20°C.
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