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Abstract:

Mycorrhizal fungi are symbionts of most terrestrial plants. The symbiotic relationship
between mycorrhizal fungi and plant roots allows the exchange of minerals and nutrients.
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1 UVOD

Neinvazivno zbrani vzorci pogosto vsebujejo majhne koli¢ine DNA ciljne vrste, kakor tudi
bakterijsko DNA, DNA organizmov, s katerimi se je zival hranila, in snovi, ki lahko
zavirajo PCR (Eggert in sod., 2005). Zato taksni vzorci predstavljajo pomemben vir za
analizo ne samo gostiteljske DNA temve¢ tudi drugih oblik DNA (po navadi mikrobne ali
pa DNA plena), ki ne prihajata od organizma samega.

1.1 Zivali kot vektorji eksogene DNA

Z izrazom eksogena DNA je misljena vsa DNA, Ki jo najdemo v nekem organizmu, ki ni
od organizma samega. Eksogena DNA izvira predvsem iz bakterij in virusov, ki zival
potrebujejo za lasten cikel razmnozevanja, vendar lahko izvira tudi iz rastlin ali gliv
(Ghasemzadeh in Namazi, 2015; Harder in Wilson, 1998; Ingold, 1953; Schupp, 1993).
Eksogena DNA je pri rastlinojedcih odvisna od njihovega nacéina prehranjevanja,
najpogostejia je iz plodov. Zival semen ne prebavi, zato se neposkodovana izlogijo v blatu,
dale¢ od starSevske rastline. Disperzija semen je zelo pomembna za rastline, saj omogoca
potomcem vecje moznosti prezivetja, ker ni kompeticije s starSevsko rastlino in jim
omogoca kolonizacijo novih obmoc¢ij (Harms in sod., 2000; Manzano in Malo, 2006).
Godoy in Jordano (2001) sta z uporabo DNA, izolirane iz semen, najdenih v iztrebkih,
uspela identificirati izvorno drevo, s katerega je seme prislo. Tak$na vrsta analize omogoca
tudi preucevanje migracij zivali, ki se prehranjujejo s plodovi. Glive predstavljajo $e en vir
eksogene DNA, saj spore prezivijo pot skozi prebavni trakt in se izlo€ijo v iztrebkih (S. J.
Nuske in sod., 2017a).

1.2 Zivali kot vektorji mikoriznih gliv
Mikorizne glive so simbionti vec¢ine kopenskih rastlin. Simbiontsko razmerje se tvori med

mikoriznimi glivami in koreninami rastlin. Razmerje omogoca izmenjavo mineralov in
hranil (Dighton in White, 2017).

Poznamo tri tipe mikoriznih zdruzb, ki se bistveno razlikujejo v nacinu Zivljenja,
reproduktivnem ciklu in razsirjanju. Arbuskularne mikorizne (AM) glive se razmnozujejo
z velikimi nespolnimi sporami, ki se tvorijo v tleh (Oehl in sod., 2011). Ektomikorizne
(ECM) glive se razmnoZzujejo z meiosporami, ki se nahajajo v sporokarpu (Horton, 2017).
Tretji tip pa so Se erikoidne mikorizne glive (Cairney in Meharg, 2003), o katerih $e ni
veliko raziskanega (Kjaller in sod., 2010). Fungivori so zivali, ki se hranijo z glivami in so
najpomembnejsi razprsilci spor (Johnson, 1996). V nadaljevanju bodo predstavljene samo
najbolj pomembne skupine.



Duni$ L. Preizkusanje razli¢nih metod za izolacijo eksogene DNA iz neinvazivno odvzetih vzorcev.
Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2019 2

1.2.1 Nevretencarji

1.2.1.1 Mezofavna

Kot fungivore lahko upostevamo talno mezofavno in makrofavno. Najbolj pogosti
predstavniki mezofavne so skakac¢i (Collembola) in rozenaste prsice (Oribatida). Skakaci
se ve¢inoma prehranjujejo z glivami, z AM in z ECM glivami (Rabatin in Stinner, 1988;
Yamashita in Hijii, 2003). RozZenaste prsice se vecinoma prehranjujejo z micelijem
(Schneider in sod., 2005). Pri obeh skupinah so opazili endozoohorijo in epizoohorijo, kjer
je epizoohorija boljsi nacin transporta spor, saj je prezivetje spor ve¢je (Anslan in sod.,
2016).

1.2.1.2 Makrofavna

Makrofavna predstavlja ve¢jo vlogo pri razSirjanju mikoriznih gliv kot mezofavna.
Dezevniki so pomembni vektorji AM gliv. Stevilne $tudije so pokazale, da dezevnikovi
izlo¢ki vsebujejo vecje Stevilo spor kot bliznja prst (Brown, 1995). Druga skupina, ki
pripomore k razsirjanju mikoriznih gliv, so enakonozci (Isopoda), bolj specificno podred
Oniscidea (prasicki) (Hassall in sod., 1987). Rabatin in Stinner (1985) so nasli spore v
velikem stevilu ujetih prasi¢kov, ve¢ kot 50 % spor je bilo Se vedno viabilnih, saj prebavni
trakt prasickov ni dovolj u¢inkovit, da bi jih prebavil (Rabatin in Stinner, 1988).

1.2.1.3 Nevretencarji s pretezno nadzemnim nacinom zivljenja

Tretja skupina nevretencarjev, ki jih lahko upostevamo kot vektorje za razsirjanje gliv, SO
nevretencarji s pretezno nadzemnim nacinom zivljenja. Sem Stejemo polze (kopenske
mehkuzce — Mollusca), larve dvokrilcev (Diptera) in hrosc¢e (Coleoptera) (Sevcik, 2003,
2010; Wolf in Wolf, 1939). Polzi se prehranjujejo z ECM glivami, vecje vrste s sporokarpi,
manjse vrste pa s hifami (Welter-Schultes, 2012). Razli¢ne vrste dvokrilcev odlagajo jajca
na sporokarpe, s katerimi se larve po izvalitvi hranijo. V vecini primerov li¢inke ali odrasli
nenamerno prenesejo spore z enega sporokarpa na drugega ali s sporokarpa na tla (Sevcik,
2010). Houston in Bougher (2010) sta nasla spore AM gliv in podzemnih gob v 10 vrst
hroscev. Jacobsen, Kauserud, Sverdrup - Thygeson, Bjorbaekmo, & Birkemoe, (2017) so
dokazali, da hros¢i, ki se prehranjujejo z detritom, lahko prenasajo spore gliv, takSen
transport je lahko tudi pomemben za prenos ECM gliv s sporokarpov na druge hlode.

1.2.2 Vretencarji

1.2.2.1 Ptice in plazilci

Vec avtorjev (Cooper in Vernes, 2011; Correia in sod., 2019; Mcllveen in Cole Jr., 1976)
poroca o tem, da se ptice in plazilci hranijo s sporokarpi ECM gliv. Mcllveen in Cole Jr.
(1976) porocata o prisotnosti spor AM gliv v gnezdu lastovk in taséic. Correia in drugi
(2019) so prikazali istocasno prenaSanje semen robide (Rubus sp.) in AM gliv, ki jih
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opravljajo tascice in penice. Nielsen in sod. (2016) so predlagali, da gosi pomagajo pri
Sirjenju AM gliv med otoki.

1.2.2.2 Sesalci

Za veliko skupin sesalcev, kot so vreCarji (Marsupialia), glodavci (Rodentia), rovke
(Soricidae), sodoprsti kopitarji (Artiodactyla), zveri (Carnivora), in primati (Primates), je
znano, da uzivajo sporokarpe ECM gliv (Claridge in Trappe, 2005; Luoma in sod., 2003;
Urban, 2016; Zambonelli in sod., 2017). Vretencarje lahko delimo na preferencialne,
oportunisti¢ne ali naklju¢ne fungivore (Claridge in Trappe, 2005). Preferencialno uzivanje
gliv je bilo opazeno predvsem v Severni Ameriki pri druzinah Sciuridae, Cricetidae in v
Avstraliji pri vrecarjih druzine Potoroidae (Claridge in Trappe, 2005; S. J. Nuske in sod.,
2017b; Urban, 2016; Zambonelli in sod., 2017). V Auvstraliji so odkrili, da ve¢ kot 50 vrst
sesalcev v devetih druZinah uziva glive, ve€ina je oportunisti¢nih fungivorov (S. J. Nuske
in sod., 2017b). Veliko glodavcev severne in juzne poloble, ki jih lahko dodelimo tej
skupini, ob¢asno uziva glive v znatnih koli¢inah. Ta nacin uzivanja gliv je znacilen tudi za
vecje sesalce, kot so sodoprsti kopitarji, zveri in primati (Claridge in Trappe, 2005; Luoma
in sod., 2003). Vecina sesalcev uziva obsezno S$tevilo vrst, ki so prisotne na obmocju
nahajanja (Claridge in Trappe, 2005). Vendar so nekateri avtorji opazili preferenco do
specifi¢nih glivnih vrst, npr. Schickmann in drugi (2012) so ugotovili preferenco do Tuber
cf. puberulum, ki jo v prehrano preferen¢no uvrscajo rovke.

Nakljuéno disperzijo spor so opazili pri ve¢ skupinah sesalcev. Opazili so, da se veverice
prehranjujejo samo s peridijem nekaterih vrst ECM gliv in zavrZejo spore, ki se nato
razsirijo (Trappe in Maser, 1977). Drugi nac¢in naklju¢ne disperzije je kopicenje gliv, ki ga
opravljajo mali sesalci, kar lahko razsiri obmocje disperzije spor, e posebej ¢e pride do
kraje ali ponovnega kopicenja, ki ga opravljajo drugi sesalci ali pti¢i (Maser in sod., 2008;
Vernes in Poirier, 2007). Na splos$no ima vsaka zival, ki se pribliza sporokarpu, moznost

razprsiti spore, ne glede na to, ali ga zauZije ali lovi fungivore.

Sesalci razsirjajo tudi AM glive. Viabilne spore so bile najdene v iztrebkih slonov
(Loxodonta africana) (Paugy in sod., 2004). Glodavci in vrecarji so tudi vektorji spor AM
gliv (Janos in sod., 1995; Vernes in sod., 2015).

1.2.2.3 Prehranjevalni spleti, ki vkljucujejo fungivore

Spore mikoriznih gliv se lahko razsirjajo tudi prek prehranjevalnih spletov, ki vkljucujejo
fungivore in njihove plenilce (Claridge in Trappe, 2005; Luoma in sod., 2003; Zambonelli
in sod., 2017). Claridge in Trappe (2005) sta predpostavila, da se lahko spore gliv
razna$ajo na dolge razdalje s sovo Strix occidentalis caurina, ki lovi leteCo veverico
Glaucomys sabrinus, ki se pretezno prehranjuje z nadzemnimi glivami. Spore gliv so nasli
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tudi v iztrebkih kune Martes pennanti skupaj z ostanki fungivornih glodavcev (Zielinski in
sod., 1999). V drugi raziskavi sta Lilleskov in Bruns (2005) nasla spore v prehranjevalnem
spletu s stonogami (Chilopoda), kalifornijskim pupkom (Taricha sp., Salamandridae) in
eno vrsto brezpljucarja (Batrachoseps attenuatus, Plethontidae).

1.2.2.4 Kopitarji

Bizon (Bison bison) je najvecja vrsta, ki je imela viabilne AM glive v svojih iztrebkih.
Bizon se je izkazal kot pomemben vektor AM gliv v Nacionalnem parku Yellowstone
(Lekberg in sod., 2011). Poleg bizona so pomemben vektor za AM glive tudi losi (Cervus
canadensis), ki so pomagali pri ponovnem naseljevanju vulkanskega obmogja, ki je nastal
po izbruhu gore St. Helens v Washingtonu (Allen, 1987). Ashkannejhad in Horton (2006)
sta odkrila, da srne razsirjajo spore ECM gliv, ki so pomembne za ustanavljanje gozda
borovcev, kjer micelarne mreze niso prisotne. To kaze na to, da imajo ECM glive posebne
ekoloske prilagoditve in so pomembne za sukcesijo v ostrih ali zgodnjih habitatih.
Interakcija z lokalnimi vrstami je za tuje vrste lahko pomembna, Se posebej za vrste, ki
potrebujejo obveznega mutualista, kot so borovke (Pinaceae) in ECM glive. Raziskovalci
so preucevali vlogo tujih sesalcev; divjega prasica (Sus scrofa), navadnega jelena (Cervus
elaphus) in damjaka (Dama dama) pri razsirjanju spor ECM gliv na otoku Isla Victoria v
Argentini, kjer je bilo vnesenih veliko vrst borovk. Divji prasi¢ je glavna Zival, ki razpr$uje
glive in morda igra kljuéno vlogo pri ustanavljanju in Sirjenju borovk (Nufiez in sod.,
2013). Divji prasi¢i so pomembni tudi za disperzijo Tuber aestivum (tartuf). Dokazano je
bilo tudi, da prehod skozi prebavni trakt ne zmanjsa viabilnosti spor, ampak jo poveca, saj
avtorji domnevajo, da prehod delno razgradi sporo sten (Piattoni in sod., 2014). Se v dveh
raziskavah so ugotovili interakcije med sesalci, ECM glivami in rastlinami. Ugotovitve
kaZejo, da introdukcija tujerodnih sesalcev olajSa sofasno invazijo invazivnih dreves in
ECM gliv, medtem ko ni dokazov, da bi ti sesalci koristili domac¢im drevesom ali glivam.
Ta nov tridelni »vdorni zlom« (angl. »invasional meltdown«), ki ga sestavljajo taksoni iz
treh kraljestev in treh celin, izpostavlja nepredvidene posledice globalne biotske
homogenizacije (Livne - Luzon in sod., 2017; Wood in sod., 2015).

Gebcezynska (1980) in Claridge in Trappe (2005) so dokazali, da se jeleni (Cervus elaphus)
in srne (Capreolus capreolus) prehranjujejo z mikoriznimi glivami. Vendar o disperziji
mikoriznih gliv, ki naj bi jo opravljale srne, $e ni bilo opravljenih raziskav.

1.3 lIzolacija molekul DNA iz okoljskih vzorcev

Tradicionalna metoda gojenja mikrobnih zdruzb iz okoljskih vzorcev ima omejitve, ker
velikega odstotka mikrobov ni mogoce gojiti, medtem ko analiza DNA in amplificirana
ribosomalna RNA, povezana z okoljski vzorci, nam poda bolj natanc¢ne genetske
informacije, potrebne za opis mikrobne raznolikosti teh zapletenih zdruzb (Torsvik in sod.,
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1990). Neposredna ekstrakcija DNA iz okoljskih vzorcev omogoc¢a vrednotenje razlicnih
zunajceli¢nih in medceli¢nih nukleinskih kislin iz bakterij, rastlin in gliv (Picard in sod.,
1992; Steffan in sod., 1988).

1.3.1 lztrebki

Izolacija DNA iz neinvazivno odvzetih vzorcev je lahko zahtevna, metode izolacije pa so
prilagoditve Ze obstojecih protokolov za izolacijo druga¢nih vzorcev. Protokoli, namenjeni
izolaciji DNA iz iztrebkov, so prilagojeni tako, da se da na zacetku izolacije
homogenizirane vzorce v lizni pufer, ki po inkubaciji na 70 °C (tudi do 95 °C) unici
bakterijske celice in druge patogene. V naslednjih korakih se izlo¢ijo $e snovi, ki so
Skodljive za DNA (Eggert in sod., 2005).

1.4 Problematika izolacije molekul DNA

Ucinkovitost izolacije DNA je odvisna od lastnosti vzorca, ki ga preucujemo. Glavni cilj
izolacije DNA je pridobiti najveéjo stopnjo ohranjenosti DNA in s tem najbolj
reprezentativno DNA za na§ vzorec. Vendar pa imajo vse metode -ekstrakcije
pomanjkljivosti, kot so nepopolna liza celicne DNA, ekstrakcija encimskih inhibitorjev iz
tal in izgube, razgradnje ali poskodbe DNA. Poleg tega vsak korak ciS¢enja, kot so

postopki za ¢iséenje DNA pred molekularnimi $tudijami, neizogibno povzroca izgubo
DNA (Roose - Amsaleg in sod., 2001).

1.5 Trenutne metode za analizo glivnih zdruzb z DNA barkodami
Notranja prepisana regija (ITS, angl. Internal transcribed spacer, ki vsebuje ITS1, 5.8S in
ITS2) je bila na podlagi temeljite analize Schocha in sod. (2012) sprejeta kot
najprimernejsa regija za barkodiranje vecine gliv. Uporabljajo se tudi druge regije, zlasti
18S (mala podenota ribosoma, SSU angl. Small subunit) rRNA, vendar ima ta regija manj
hipervariabilnih regij, ki omejujejo sposobnost razlikovanja med sorodnimi taksoni (Chu in
sod., 2016; Schoch in sod., 2012). Z uporabo zacetnih oligonukleotidov ITS1F in ITS4 je
mogoc¢e pomnoziti celotno ITS1-5.8S-1TS2 regijo in s sekveniranjem enega ali drugega
konca pridobiti fragmente od I1TS1 ali ITS2 (Koele in sod., 2014; White in sod., 1990).
Celotna ITS1-5.8S-ITS2 regija je predolga za tehnike metabarkodiranja s platformo
Illumina, zaradi Cesar je treba Se pomnoziti ITS1 ali ITS2 regijo. Obe regiji se uporabljata
za metabarkodiranje, ampak se najdene zdruzbe gliv razlikujejo (Nilsson in sod., 2009). V
neposredni primerjavi ITS1 in ITS2 so Bazzicalupo in sod. (2013) ugotovili, da je imela
ITS2 vec¢je medvrstne variabilnosti od ITS1. ITS2 ima tudi ve¢ podatkov v GenBank
podatkovni bazi zaporedij (Nilsson in sod., 2009). Konéni del ITS2 (proti 28S regiji) je
bolj variabilen od 18S in 5.8S regij (Nilsson in sod., 2009; Schoch in sod., 2012). Zato je
lahko ITS2 regija z razsiritvijo barkode v veliko podenoto rRNA (28S, LSU angl. Large
subunit) boljsa za razlikovanje vrst (Lear in sod., 2018).
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1.5.1 Glomeromycota

Glomeromycote so pri Studijah metabarkodiranja malo zastopane, tudi ko se uporabljajo
primerji, specifi¢ni za glive (Dickie in St John, 2016).

Glomeromycota tvori arbuskularno mikorizo z ve¢ kot 2/3 vrst kopenskih rastlin, vklju¢no
s Stevilnimi kulturnimi in vrtnarskimi rastlinami. Zato je pomembno vkljucevanje teh gliv
v Studije metabarkodiranja, zlasti v kmetijskih krajinah, ¢eprav vsebujejo razmeroma malo
rastlinskih vrst (Brundrett, 2009; Davison in sod., 2015). Problematika uporabe nekaterih
ITS primerjev, priporocenih za glive, je, da je ujemanje v GenBanku samo 68 % s
sekvencami gliv iz skupine Glomeromycota (lhrmark in sod., 2012), zato Hart in sod.
(2015) menijo, da ITS regija ni najbolj primerna za prepoznavanje gliv iz skupine
Glomeromycota. Da ne spregledamo gliv iz skupine Glomeromycota, so potrebne posebne
metode za vkljuevanje tega taksona (Lear in sod., 2018).

Hart in sod. (2015) so zaklju¢ili, da ni popolne genske regije za metabarkodiranje gliv iz
skupine Glomeromycota, najbolj uporabljena je polimorfna regija V3-V4 18S rRNA, ki
ima tudi najbolj obsezno podatkovno bazo sekvenc (Opik in sod., 2010).

Problematika pomnozevanja SSU regije se lahko pojavi med izvedbo reakcije PCR, saj se
lahko namesto regije SSU (18S rRNA) mikoriznih gliv pomnozijo regije 18S drugih
evkariontov (Lear in sod., 2018). Slika 1 prikazuje genske regije, uporabljene za raziskave
razli¢nih taksonov. Slika 2: Regija prikazuje regijo SSU in primerje, ki smo jih uporabili.

Prokarionti -
Evkarionti HE .
Prokarionti in evkarionti |
m 16S rRNA
Amebe
Diatomeje M 18SrRNA
Luknji¢arke (Foraminifera) ] 28S rRNA
Ostali mikroevkarionti 1 ITS
MT 12S
Oomycota B MT 165
Rastline
. m MT COlI
Ribe
DvoZivke B MT cytB
Sesalci M MT D loop
Plazilci mCLrbcL
Kolobarniki CL trnH-psbA
MehkuiZci mCLtrnL
Gliste Vi ifie
rstno specifiicno
Zuzelke P
Raki W Ostalo
Ploski &rvi
Ostali nevretendarji
Razne specifi¢ne Zivali
T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Stevilo studij
Slika 1: Genske regije, uporabljene v $tudijah, osredotolene na razli¢ne taksone. rRNA oznacuje
ribosomalno RNA, MT oznacuje mitohondrijske gene in CL oznacuje kloroplastne gene (Lear in sod.,
2018)
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Slika 2: Regija SSU (Jiang in sod., 2015)
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2 NAMEN, CILJI INHIPOTEZE

Namen diplomskega dela je optimizacija izolacije DNA mikoriznih gliv iz iztrebkov
kopitarjev.

Cilji naloge so:
1) Razviti metodo za izolacijo DNA gliv z uporabo komercialnih kitov.
2) Optimizirati uporabo zacetnih oligonukleotidov za uspe$no pomnozevanje
DNA.

Hipoteze, na katerih temelji zaklju¢na naloga, SO:
1) Koncentracija izolirane DNA iz iztrebkov je odvisna od uporabljenega
izolacijskega kita.
2) Na izolacijo eksogene DNA vpliva stopnja ohranjenosti in predpriprava vzorca.



Duni$ L. Preizkusanje razlicnih metod za izolacijo eksogene DNA iz neinvazivno odvzetih vzorcev.
Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2019 9

3 MATERIALI IN METODE

3.1 Vzorci

Vzorci so bili odvzeti v sklopu raziskave genskega pretoka velikih zveri in prostozivecih
parkljarjev na obeh straneh avtocestnega odseka Vrhnika—Logatec. Na Slika 3 so prikazane
lokacije zbiranja vzorcev (Al Sayegh - Petkovsek in sod., 2019). lztrebki srnjadi in
jelenjadi so bili zbrani v obdobju od marca do aprila 2019. Do izvedbe analiz so bili vzorci
hranjeni pri 4 °C.

h re . - Inkstinech
Slika 3: Mesto odvzema vzorcev srnjadi (rdece) in jelenjadi (modro) (Al Sayegh - Petkovsek in sod.,
2019).

3.2 lzolacija molekule DNA

DNA smo izolirali z uporabo dveh razli¢nih komercialnih kitov. Uporabili smo Qiagen
QlAamp Fast DNA Stool Mini Kit (v nadaljevanju Stool kit) in Qiagen DNeasy PowerSoil
Kit (v nadaljevanju Soil kit). 1zolirali smo DNA iz 16 vzorcev srnjadi.
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3.2.1 Kit 1 - Stool kit

Kit je namenjen ¢iSenju genomske DNA iz vzorcev blata. Omogoca cis¢enje celotne
DNA iz svezih ali zamrznjenih vzorcev. Oc¢is¢ena DNA je visoke kakovosti in primerna za
uporabo v PCR in drugih aplikacijah. DNA je eluirana v pufer z nizko vsebnostjo soli in
brez beljakovin, nukleaz in drugih necisto¢ ali inhibitorjev. Vzorci blata obicajno vsebujejo
veliko spojin, ki razgradijo DNA in zavirajo nadaljnje encimske reakcije. Da se zagotovi
odstranitev teh snovi, kit vsebuje InhibitEX pufer, ki je posebej formuliran za loCevanje
inhibitorjev DNA iz vzorca.

3.2.1.1 Princip in postopek

Kit je namenjen hitremu ¢iS¢enju celotne DNA iz vzorcev do 220 mg. Hiter in enostaven
postopek obsega naslednje korake: liza celic in loCevanje necisto€ iz vzorcev blata v
inhibitEX pufru ter ¢is¢enje DNA na QIAamp Mini kolonah.

3.2.1.2 Protokol
Stool kit hranimo na sobni temperaturi (15-25 °C) do 12 mesecev. Kit vsebuje 6 raztopin,
epice in kolone z membrano silicijevega oksida. Pred zac¢etkom smo pripravili raztopine po
navodilu proizvajalca.
1.V 2 ml epico smo zatehtali 180-220 mg iztrebkov.
2.Dodali smo 1,6 ml ASL pufra v vsak vzorec.
3.Vsakemu vzorcu smo dodali 1 ml InhibitEX pufra. Vorteksirali smo, dokler nismo
dobili homogene raztopine. V tem koraku smo protokol optimizirali, tako da smo v
vsako epico dodali 2 stekleni kroglici in uporabili Qiagen Tissuelyser 1l (Qiagen,
Nemcija) s frekvenco 15/s za 10 min.
4.Vzorec smo centrifugirali 1 min na maksimalnih obratih, da se je blato sedimentiralo.
5.V 1,5 mL epico smo dodali 25 pl Proteinaze K.
6. Dodali smo 200 pl supernatanta iz koraka 4 v epico s Proteinazo K.
7.Dodali smo 600 ul AL pufra in vorteksirali 15 s. Proteinaze K ne smemo dodati v AL
pufer neposredno. Bistveno je, da se vzorec in AL pufer dobro premesata in tvorita
homogeno raztopino.
8. Inkubirali smo 10 min pri 70 °C.
9.Lizatu smo dodali 600 pul etanola (96-100 %) in premesali z vorteksiranjem.
10. Dodali 600 pl lizata iz koraka 9 na kolono z membrano. Centrifugirali smo 1 min.
Kolono smo dali v novo 2 ml epico in odvrgli epico, ki vsebuje filtrat.
11. Ponovili smo korak 10, dokler nismo na kolono nalozili vsega lizata.
12. Dodali smo 500 pul AW1 pufra. Centrifugirali smo 1 min. Kolono smo dali v Cisto 2
ml epico in odvrgli epico, ki vsebuje filtrat.
13. Dodali smo 500 ul AW?2 pufra. Centrifugirali smo 3 min. Kolono smo dali v ¢isto 2
ml epico in odvrgli epico, ki vsebuje filtrat.
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14. Centrifugirali smo 3 min.

15. Kolono smo dali v ¢isto 1,5 ml epico. Nanesli smo 200 ul ATE pufra na sredino
membrane. Inkubirali smo 1 min na sobni temperaturi in nato centrifugirali 1 min,
da se je DNA eluiral.

3.2.2 Kit 2 -Soil kit

Ta kit je sestavljen za izolacijo genomske DNA iz okoljskih vzorcev. Namenjen je
predvsem za uporabo okoljskih vzorcev, ki vsebujejo velike koli¢ine huminske kisline, kot
so kompost, sediment in gnoj. Izolirana DNA ima visoko stopnjo Cistosti, kar v
nadaljevanju omogoca uspe$no amplifikacijo s PCR. Kit omogoca izolacijo DNA razli¢nih
organizmov, kot so bakterije, glive in alge.

3.2.2.1 Princip in postopek

Soil kit temelji na postopku odstranjevanja huminskih substanc. Ta postopek je ucinkovit
pri odstranjevanju inhibitorjev PCR tudi iz najbolj zahtevnih tipov prsti. Okoljske vzorce
damo v epico s kroglicami za homogenizacijo. Liza celic poteka z mehanskimi in
kemi¢nimi metodami. Celotna genomska DNA je zajeta v koloni na membrani silicijevega
oksida. DNA je nato sprana in eluirana z membrane. Izolirana DNA je pripravljena za
analizo PCR in druge aplikacije.

3.2.2.2 Protokol
Soil kit hranimo na sobni temperaturi (15-25 °C). Kit vsebuje 6 raztopin, kolone z
membrano silicijevega oksida, epice s kroglicami in 2 ml epice.
Pred zacetkom uporabe kita smo raztopino C1 segreli do 60 °C, kot svetuje proizvajalec,
da se oborina raztopi. Centrifugiranje poteka pri sobni temperaturi, v naSem primeru na 22
°C, in pri 10.000 x g, ki je v naSem primeru enakovredno 11.000 vrt/min.
1. Dodali smo 0,25 g vzorca v epico s kroglicami in na kratko vorteksirali.
2.Dodali smo 60 pl raztopine C1 in na kratko vorteksirali.
3.Vzorce smo homogenizirali z uporabo Qiagen Tissuelyser II (Qiagen, Nemcija) s
frekvenco 15/s za 10 min.
4.Epice smo centrifugirali na 11.000 vrt/min za 30 s.
5. Supernatant smo prenesli v Cisto 2 ml epico. Volumen supernatanta je bil 400-500
ul.
6. Dodali smo 250 pl raztopine C2 in vorteksirali 5 s. Nato smo inkubirali 5 min na 2-8
°C.
7.Centrifugirali smo epice 1 min na 11.000 vrt/min.
8. Pazljivo smo prenesli smo 600 ul supernatanta v ¢isti epici.
9.Dodali smo 200 ul raztopine C3 in na kratko vorteksirali. Inkubirali smo 5 min na 2—
8 °C.
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10. Centrifugirali smo epice 1 min na 11.000 vrt/min.

11. Pazljivo smo prenesli smo 750 pl supernatanta v Cisti epici.

12. PremesSali smo raztopino C4 in dodali 1.200 pl supernatantu. VVorteksirali smo 5 s.

13. Naneseli smo 675 ul na kolono in centrifugirali 1 min na 11.000 vrt/min. Pretok
smo zlili.

14. Korak 13 smo ponovili dvakrat, dokler nismo obdelali celotnega vzorca.

15. Dodali smo 500 pl raztopine C5. Centrifugirali smo 1 min na 11.000 vrt/min.

16. Pretok smo zlili. Centrifugirali smo 1 min na 11.000 vrt/min.

17. Kolono smo dali v ¢isto 2 ml epico. Pazili smo, da raztopina C5 ne pride v stik s
kolono.

18. Dodali smo 100 pul raztopine C6 na sredino bele filtrne membrane.

19. Centrifugirali smo 30 s pri 11.000 vrt/min. Kolono smo odvrgli.

DNA hranimo zamrznjeno (—20 do —80 °C), ker raztopina C6 ne vsebuje EDTA.

3.3 Koncentracija DNA

Koncentracijo izolirane DNA v konénem volumnu smo izmerili s Qubit® dsDNA BR
reagentom za merjenje koncentracije (Invitrogen) na Qubit 3.0 flurimeteru (Thermo Fisher
Scientific, ZDA). Za analizo smo uporabili 1 ul izolirane DNA. Koncentracija DNA je

izrazena kot ng na pl.

3.4 Polimerazna veriZzna reakcija (PCR)

Izolirano DNA smo pomnozili s PCR na Applied Biosystems’ (ABI) GeneAmp™ PCR
System 2700 (Thermo Fisher Scientific, ZDA). Uporabili smo zacetna oligonukleotida
AM1 in NS31, ker sta narejena za amplifikacijo glivne DNA in izkljuevanje rastlinske
DNA (Helgason in sod., 1998).

Preglednica 1: Temperaturni protokol veriznih reakcij s polimerazo (PCR)

Osnovni koraki PCR St. ciklov T(°C) Cas
Zacetna stopnja 1 95 3 min
Denaturacija 30 95 30s
Stopnja prileganja 30 55 30s
PodaljSevalna stopnja 30 72 30s
Zakljucno podaljsevanje 1 72 7 min

3.4.1 Kvantitativna verizna reakcija s polimerazo v realnem ¢asu (qPCR)

Za optimizacijo temperatur ciklov pri PCR smo uporabili Roche LightCycler® 96 sistem
(Roche Diagnostic GmbH, Nem¢ija). Uporabili smo barvilo SYBR Green I. VVzorec smo
pomnozili na 12 razli¢nih temperaturah z uporabo istih zacetnih oligonukleotidov (NS31 in
AM1), temperature so vidne v Slika 6.
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3.5 Analiza regije SSU

Zacetna oligonukleotida NS31-AM1 pomnozujeta regijo SSU. Dobljeni fragment je dolg
priblizno 550 baznih parov (Jiang in sod., 2015). Uspesnost pomnozevanja DNA smo
preverili z uporabo agarozne gelske elektroforeze na 1,5-% gelu. Gel je bil pripravljen z
1,9 g agaroze, 125 ml 0,5 x TBE (Tris/Borate/EDTA) pufra in 10 pl Midori Green
Advance DNA barvila. Uporabili smo Invitrogen™ TrackIt™ 1 Kb DNA Ladder kot
lestev. Na gel smo nanesli vzorce, barvane s Thermo Scientific™ DNA Gel Loading Dye
(6X), razredcenim na 6 : 1.

3.6 StatistiCna analiza

Statisti¢ne analize smo izvedli s programsko opremo SPSS razli¢ice 25 (SPSS Inc.,
Chicago IL). Za analizo normalnosti porazdelitve smo uporabili Shapiro-Wilk test (Shapiro
in Wilk, 1965). Za primerjalno analizo smo uporabili Mann-Whitney U test (Mann in
Whitney, 1947).

4 REZULTATI

4.1 Analiza koncentracije izolirane DNA
Preglednica 2: Koncentracije DNA
Vzorec Stool kit — Koncentracija (ng/ul)  Soil kit — Koncentracija (ng/ul)

2V1 5,44 0

2V2 8,72 13,7
2V3 4,00 9,54
2V11 151 8,58
2V12 7,88 3,20
2V14 15,6 20,2
275 7,16 5,20
3Z8 7,72 16,8
3710 7,56 6,98
3719 15,1 12,2
371 8,40 15,2
3V2 9,64 6,94
3V10 6,28 7,64
3V14 7,60 11,4
3V17 28,4 15,5

3V20 58,8 15,8
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Obe metodi sta uspesno izolirali DNA (razen v enem primeru). Koncentracije DNA so med
0 ng/uL in 58,8 ng/uL, povpre¢no 11,95 + 10,07 ng/uL. Koncentracije DNA, izolirane s
Stool kitom, so med 4,0 ng/uL in 58,8 ng/uL, povpre¢no 13,34 + 13,06 ng/uL.
Koncentracije, izolirane s Soil kitom, so med 0 ng/uL in 20,2 ng/uL, povpre¢no 10,55 +
5,32 ng/uL.

Podatki Stool kita niso normalno porazdeljeni, medtem ko tisti iz Soil kita so. To nam je
onemogocilo izvajanje parametri¢nih testov.

Za dolocanje smo uporabili Mann-Whitney U Test (Mann in Whitney, 1947). Preglednica
4 prikazuje, da je mediana koncentracije izolirane DNA vecja pri Soil kitu kot pri Stool
kitu, U = 123,0, p = 0.86502.

Preglednica 3: Rezultati statisti¢ne analize

Stool kit Soil kit
Stevilo vzorcev 16 16
Povprecje 13,34 10,56
Mediana 8,14 10,47
Std. deviacija 13,06 5,32
Minimum 4,0 0,00
Maksimum 58,8 20,20

Preglednica 4: Rezultati Mann-Whitney U testa

Mann-Whitney U Test Vrednost
U-vrednost 123
Z-vrednost -0,1696
p-vrednost 0,86502

4.2 Analiza regij SSU

Za analizo PCR produktov smo uporabili gelsko elektroforezo. Na Slika 4 so prikazani
rezultati vzorcev, izoliranih s Soil kitom. Za primerjavo med kiti smo izbrali §tiri vzorce
(3Z1, 3V2, 3VI10 in 3V14, obkrozeni v Slika 4). Z uporabo gelske elektroforeze smo
primerjali PCR produkte obeh kitov, kar prikazuje Slika 5.
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Slika 4: Gel elektroforeza vzorcev, izoliranih s Soil kitom, dolZina lestvice je 1 kbp

Slika 5: Gel elektroforeza izbranih vzorcev, dolzina lestvice je 1 kbp.

4.2.1 Optimizacija temperatur s q°PCR
Z grafa na Slika 7 je razvidno, da je bilo pomnozevanje najbolj uspesno pri temperaturi
prileganja pri 56,7 °C, 57,6 °C, 57,9 °C in 58 °C.
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Slika 6: Temperaturni profil za (kvantitativni) gPCR
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Slika 7: Rezultati vseh 12 temperaturnih profilov
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Slika 8: Rezultati najbolj u¢inkovitih temperatur prileganja, 56,7 do 58 °C.
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Slika 9: Analiza z gelsko elektroforezo temperaturnih profilov od 56,7 do 58 °C, dolZina lestvice je 1
kbp

Slika 10: Primerjava uspeSnosti pomnozitve DNA pri temperaturi prileganja od 55 do 58 °C



Duni$ L. Preizkusanje razli¢nih metod za izolacijo eksogene DNA iz neinvazivno odvzetih vzorcev.
Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2019 18

5 DISKUSIJA IN ZAKLJUCEK

Mikorizne glive so sestavni del vecine kopenskih ekosistemov in prispevajo k Stevilnim
ekosistemskim storitvam, kot so absorpcija hranil, vgrajevanje ogljika in ohranjanje
raznolikosti rastlin. VzdrZevanje raznolikost mikoriznih glivnih vrst v ekosistemih je zato
pomemben vidik ohranjanja habitatov. Raziskovanje interakcij med mikoriznimi glivami in
vretencarji je pomemben del ohranjanja te raznolikosti. Mikofagija, ki jo prakticirajo
Stevilne razSirjene zivali, naj bi v veliki meri vplivala na strukturo glivne zdruzbe in
so¢asno pojavljanje glivnih vrst. Nuske in sod. (2018) so ugotovili, da so v zdruzbi ECM
gliv v enem gozdu v severovzhodni Avstraliji prevladovale vrste, podobne tartufom.
Skoraj 90 % teh taksonov je bilo najdenih tudi v prehrani specialista za glive, Bettongia
tropica, vendar le 50 % teh taksonov zauZijejo sesalci, ki so generalisti. Avtorji so
zakljucili, da lahko izguba specialista za glive na tem obmocju povzro¢i spremembe v
strukturi zdruzbe ECM gliv. Prav tako je bilo ugotovljeno, da na neurejenih gozdnih
rastis¢ih, poskodovanih od vetroloma, zivi bistveno ve¢ podzemnih gliv kot na upravljanih
rasti$¢ih, verjetno zaradi vec¢jega kritja za male sesalce (Vasutova in sod., 2018).

Med raziskovanjem moramo biti pazljivi pri posplosevanju interakcij med zivalmi in
mikoriznimi glivami, saj so nekatere vrste gliv za razsirjanje odvisne samo od ene ali dveh
vrst vretencarjev (Dighton in White, 2017).

V nalogi smo zeleli primerjati in optimizirati protokol za uspe$no izolacijo DNA
mikoriznih gliv iz iztrebkov srnjadi in jelenjadi, saj so iztrebki pogost in dostopen vir
genetskega materiala, ki se uporablja tudi pri Studijah populacijske genetike (Al Sayegh -
Petkovsek in sod., 2019).

Protokol bi lahko omogo¢il nadaljnje raziskovanje Sirjenja mikoriznih gliv, ki ga opravljajo
parkljarji. Hkrati bi to omogoc€ilo preucevanje raznolikosti glivnih vrst in njihovih

interakcij s prostozive€imi Zivali.

Zaceli smo s primerjavo DNA koncentracij, izoliranih z uporabo dveh razli¢nih
komercialnih kitov. lIzolirali smo DNA iz 16 vzorcev, tako da smo dobili 16 parov
koncentracij za naso primerjavo, kar je prikazano v Preglednica 1. Po izmeritvi
koncentracij smo podatke vnesli v SPSS in izvedli Shapiro-Wilk test normalnosti. Test je
pokazal, da podatki iz Stool kita niso bili normalno porazdeljeni. Podatki iz Soil kita so bili
normalno porazdeljeni. Zato smo za analize uporabili e Mann-Whitney U test. Test je
pokazal, da se koncentracije DNA pri uporabi Soil kita ne razlikujejo od koncentracij
DNA, izolirane s Stool kitom, p = 0,86502. Optimizacija protokola v tockah 3.2.1.2 in
3.2.2.2 z uporabo Qiagen Tissuelyser Il je pripomogla k boljsi izolaciji DNA iz obeh kitov
kot samo vorteksiranje, saj so bili vzorci pred izolacijo precej bolj homogeni (podatki,
pridobljeni pri optimizaciji protokola, niso podani v nalogi). Upostevati moramo, da Se
nobena raziskava ni uporabila Stool kita za izoliranje glivne DNA iz zivalskih iztrebkov,
razen Cloveka. Zato ne moremo potrditi ali ovreé¢i, da je Stool kit primeren za izolacijo



Duni$ L. Preizkusanje razli¢nih metod za izolacijo eksogene DNA iz neinvazivno odvzetih vzorcev.
Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2019 19

glivne DNA iz iztrebkov kopitarjev. Fiedorova in sod. (2019) so v $tudiji primerjali 5
razli¢nih kitov za izolacijo mikrobne in glivne DNA iz ¢loveskih iztrebkov, rezultati so
pa Lear in sod. (2018) svetujejo uporabo Soil kita za izolacijo glivne DNA iz Zivalskih
iztrebkov. Uporaba Soil kita je priporo¢ena tudi pri izolaciji DNA iz prsti, sedimenta,
listnega opada in rastlinskega tkiva (Lear in sod., 2018). Ce upostevamo nase rezultate in
rezultate drugih raziskav, lahko zaklju¢imo, da je izolacija glivne DNA iz Zivalskih
iztrebkov s Soil kitom uspesnejsa kot s Stool kitom.

Za pomnozevanje s PCR smo najprej izbrali vse vzorce, izolirane s Soil kitom. Izbrali smo
protokol s temperaturo prileganja 55 °C in 30 ciklov. Na Slika 4 vidimo uspe$nost
pomnozevanja s PCR na elektroforeznem gelu. Rezultati gela so pokazali, da so se pri
vzorcih 3Z1, 3V2, 3V10 in 3V14 (obkrozeni v Slika 4) produkti PCR, dolgi ~ 550 bp,
najbolje pomnozili. Zato smo v nadaljevanju za primerjavo s Stool kitom izbrali samo te
Stiri vzorce. Prej omenjene vzorce, ki so bili izolirani s Soil kitom, smo pomnozili s PCR z
istim protokolom. Na gelski elektroforezi na Slika 5 vidimo primerjavo uspes$nosti
pomnozevanja regije SSU pri uporabi DNA, izolirane z razlicnima kitoma. S Soil Kitom
izolirana DNA se je pokazala kot boljsa za uporabo v nadaljnjih analizah. Na Slika 5
vidimo, da so produkti PCR v prvih stirih vzorcih bolj izrazeni kot v naslednjih stirih.
Vzorec z oznako 3Z1 smo izbrali kot najbolj primernega za uporabo pri qPCR za
optimizacijo temperature prileganja.

Kvantitativni PCR v realnem c¢asu je tehnologija, ki se je razvila iz ¢asovno in delovno
potratne tehnike za dolocevanje uspeSnosti pomnozevanja z uporabo gelske elektroforeze.
gPCR omogoca hitro in ucinkovito detekcijo in kvantifikacijo pomnozene DNA (Bustin,
2010). Nasi rezultati so pokazali, da so vi§je temperature prileganja (med 56,7 in 58 °C)
najboljse pri pomnozevanju samo regije SSU, saj, kot vidimo na Slika 7, se pri vi§jih
temperaturah pomnozi manj nezazelene DNA drugih organizmov. Preverili smo, ali je
temperatura 58 °C boljsa za pomnozevanje kot temperatura 55 °C. To smo storili tako, da
smo vzeli 4 vzorce (tiste, s katerimi smo tudi primerjali Stool in Soil kit) in jih pomnozili
pri 55 °C in pri 58 °C. S Slika 10 je razvidno, da se je DNA v vzorcih, ki so bili pomnozeni
pri 58 °C, bolj uspesno pomnozila kot v tistih, pomnozenih pri 55 °C.

Par zacetnih oligonukleotidov NS31 in AM1 je od zacetka, ko so ga Helgason in sod.
(1998) osnovali, bistveno prispeval k preuc¢evanju zdruzb AM gliv. AM sekvence iz
razli¢nih geografskih regij ali razlicnih ekosistemov so bile analizirane z uporabo NS31-
AML1 in so dale pomemben vpogled v odnos med AM glivami in rastlinami v razli¢nih
okoljih (Lee in sod., 2008). Vendar lahko primer AM1 amplificira samo redove
Glomerales in Diversisporales, in ne Paraglomerales in Archaeosporales (Schiifler in sod.,
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2001). Pod nekaterimi pogoji pa lahko pomnozi tudi sekvence, ki niso od AM gliv
(Helgason in sod., 2002; Rodriguez-Echeverria in Freitas, 2006). Zato so Studije, ki so
uporabljale primer AM1, le studije redov Glomerales in Diversisporales, ostalih redov ni
bilo mogoce zaznati. To bi lahko povzroc€ilo pristranskost pri dolo¢anju raznolikosti AM
gliv (DeBellis in Widden, 2006). Zato so Lee in sod. (2008) zasnovali nov par primerjev,
AML1 in AML2, ki omogocata dobro pomnozevanje sekvenc AM gliv, in je primerljivo s
tistim, pridobljenim s primerskim parom NS31-AML1. Poleg tega imata nova primerja dve
pomembni prednosti, sta bolj specifi¢na za glive iz skupine Glomeromycota in zagotavljata
boljso pokritost debla. Lear in sod. (2018) svetujejo uporabo primerja NS31 in AML2, saj
sta se pokazala kot najbolj natan¢na pri pomnozevanju Glomeraceae.

Nasa raziskava je pokazala, da je najboljsi protokol za izolacijo gliv iz iztrebkov uporaba
Soil kita (homogenizacija s Tissuelyser 1l) in temperatura prileganja pri PCR od 58 °C.
Zacetna oligonukleotida, ki smo ju uporabili, torej NS31-AM1, sta se pokazala kot
ustrezna za amplifikacijo AM gliv. Da bi bili prepricani, ali so je pomnozila DNA gliv, bi
morali vzorce sekvenirati. V nasi raziskavi smo v iztrebkih srnjadi in jelenjadi nasli
fragmente dolzine 550 bp, ki ustrezajo pomnozeni regiji SSU AM gliv. Zato lahko
sklepamo, ampak ne morem trditi, da so prostozive¢i kopitarji vektorji mikoriznih gliv, kar
pomeni, da bi bilo treba nadaljevati analizo pomnoZenih produktov s sekveniranjem
prihodnje generecije. Vsekakor nam lahko podatki 0 nacinu Sirjenja AM gliv lahko
zagotovijo dodatna izhodisca za prostorske analize mikoriznih gliv.
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