
Metodes apraksts laša (Salmo salar) vides DNS noteikšanai ar reālā laika PĶR 

Ievads 

Šī metode laša specifiskā ģenētiskā materiāla detekcijai ūdens paraugos ir balstīta uz 
reālā laika polimerāzes ķēdes reakciju (rlPĶR) ar iepriekš izstrādātām praimeru un zondes 
sekvencēm – Atkinson un līdzautoru (2018) pētījumā (https://doi.org/10.1002/aqc.2931) 
izveidotie praimeri un zonde ir mērķēti uz laša mitohondriālās DNS citohroma oksidāzes 
I (COI) gēnu. Mitohondriju DNS šūnās ir sastopama lielā kopiju skaitā un tai raksturīga 
pietiekama sekvenču mainība starp sugām, kas to padara par piemērotu mērķi šāda 
veida analīzēm. 

Tā kā vides paraugu tīrība var būt ļoti atšķirīga, pastāv iespēja, ka no upes vai ūdenstilpes 
ūdens iegūts DNS ekstrakts satur inhibitorus – dažādas vielas, kuras var kavēt (inhibēt) 
PĶR reakcijas norisi. Lai pārliecinātos par inhibīcijas neesamību, šī metode izmanto PĶR 
iekšējo kontroli – mākslīgi pievienotu DNS, kuras detekcija ļauj pārliecināties par 
veiksmīgu reakcijas norisi. 

Nepieciešamie reaģenti un materiāli 

Reaģenti: 

• DNeasy PowerWater reaģentu komplekts (Qiagen, kataloga nr. 14900-100-NF); 
• Dekontaminācijas līdzekļi (70% etanols, 1% nātrija hipohlorīts); 
• rlPĶR reaģentu komplekts SolisFAST® Probe qPCR Mix (Solis BioDyne kat. nr. 28-

01-00001); 
• Ar izsālīšanas metodi attīrīti oligonukleotīdi (5’→3’): 

o Atkinson2018-F: CGTTATAAATTTGGTCATCTCCCAGA 
o Atkinson2018-R: CGCCCTAAGTCTCTTGATTCGA 
o EGFP1-F: GACCACTACCAGCAGAACAC 
o EGFP2-R: GAACTCCAGCAGGACCATG 

• Ar HPLC metodi attīrīti fluorescenti iezīmēti oligonukleotīdi (5’→3’): 
o Atkinson2018-P: FAM-AGAACTCAGCCAGCCTG-MGBNFQ 
o EGFP-Probe1: HEX-AGCACCCAGTCCGCCCTGAGCA-BHQ1 

• Iekšējās kontroles DNS intype IC-DNA (Indical kat. nr. IC289980); 
• No nukleāzēm brīvs ūdens. 

Materiāli: 

• eDNA pašsaglabājošie filtri, poru izmērs 5,0 µm (Smith-Root kat. nr. 11580-25); 
• Nitrila vai lateksa cimdi bez pūdera; 
• Vienreizlietojamie automātisko pipešu uzgaļi ar filtriem, no nukleāzēm brīvi; 
• 1.5-2 mL PP mikrocentrifūgas stobriņi, no nukleāzēm brīvi; 
• 96 bedrīšu PĶR plates; 
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• Optiskās plēves PĶR platēm. 

Iekārtas un piederumi: 

• Filtrēšanas mugursoma eDNA sampler backpack (Smith-Root) kopā ar parasto vai 
teleskopisko paraugu ņemšanas kātu; 

• Metāla pincetes; 
• Maisītājs Vortex-Genie 2 (Scientific Industries) ar horizontālo adapteri 5-15 mL 

stobriņiem (Qiagen kat. nr. 13000-V1-5); 
• Centrifūga ar rotoru 15 mL stobriņiem, ātrums ≤ 4000 x g; 
• Centrifūga 2 mL stobriņiem, ātrums ≥13,000 x g; 
• Automātisko pipešu komplekts 1-1000 µL tilpumam; 
• Centrifūga 96 lauciņu PĶR platēm; 
• Reālā laika PĶR iekārta ar FAM un HEX optiskajiem kanāliem; 

Paraugu vākšana un uzglabāšana 

Paraugu ievākšanu veic ar filtrēšanas mugursomu, iestatot plūsmas ātrumu 0,5 L/min un 
izfiltrējot kopumā 5 litrus ūdens, vienlaicīgi izmantojot trīs filtrus. Paraugu var ņemt vai nu 
no krasta vai iebrienot ūdenī. Ja parauga ņemšanai ir nepieciešams iebrist upē, filtru 
ievades caurules vienmēr iegremdē ūdenī virzienā augšup pa straumi, lai izvairītos no 
saduļķojumiem un kontaminācijas, kas ar zābakiem varētu būt atnesta no citas 
ūdenstilpes. Kad ir izfiltrēts nepieciešamais ūdens daudzums, filtrus nožāvē, 20 
sekundes sūknējot cauri filtram gaisu. 

Katras paraugu ievākšanas sesijas beigās izveido arī lauka negatīvo kontroli, ar tādiem 
pašiem iestatījumiem uz tīra filtra izfiltrējot 5 L sterila ūdens. Lauka negatīvā kontrole 
nepieciešama, lai spētu detektēt kontamināciju, kas varētu būt radusies paraugu 
ievākšanas laikā. 

Pēc filtrēšanas katru filtru noņem ar tīriem gumijas cimdiem, ievieto oriģinālajā ražotāja 
maisiņā, cieši noslēdz un marķē ar parauga identifikācijas numuru, ņemšanas vietu un 
laiku. Filtrus ar paraugu materiālu uzglabā apkārtējās vides temperatūrā līdz DNS 
ekstrakcijai. 

Atbilstoši pētījuma dizainam un vajadzībām filtru daudzumu vienā paraugu ņemšanas 
vietā var palielināt vai samazināt, un paraugus var ievākt vai nu vienā punktā vai, šķērsojot 
transekti un vienlaicīgi filtrējot. 

DNS izdalīšana 

Ar pinceti izņem filtru no uzglabāšanas iepakojuma un ievieto to  PowerWater DNA Bead 
Tube stobriņā stobriņā, tā, lai uz iekšpusi būtu vērsta tā puse, uz kuras ir sakrājies 
izfiltrētais materiāls. Starp paraugiem notīra pincetes ar dekontaminācijas līdzekļiem, 
vajadzības gadījumā nomaina cimdus, lai nepieļautu šķērskontamināciju starp 



paraugiem. DNS izdalīšanu veic, sekojot DNeasy PowerWater reaģentu komplekta 
instrukcijai. Izdalīto DNS uzglabā 5±3 °C temperatūrā līdz 24 stundām vai sasaldē -90 līdz 
-15 °C temperatūrā ilgākai uzglabāšanai. 

rlPĶR reakcijas 

No DNS izdalīšanas darba zonas atsevišķā telpā vai zonā sagatavo rlPĶR reaģentu 
maisījumus laša specifiskā ģenētiskā materiāla (1. tabula) un iekšējās kontroles DNS (2. 
tabula) detekcijai atbilstoši nepieciešamajam paraugu skaitam, iekļaujot arī PĶR pozitīvo 
kontroli, lauka negatīvo kontroli un PĶR negatīvo kontroli. Metodes testēšanas laikā tika 
konstatēts, ka laša DNS detekcijas spēja samazinās, ja to apvieno vienā duplex reakcijā 
ar iekšējās kontroles DNS detekciju. Abas reakcijas ir iespējams apvienot, ja tiek atrasti 
apstākļi, kuros iekšējās kontroles vienlaicīga amplifikācija būtiski nepasliktina laša DNS 
detekciju. 

1. tabula. 

Reakcijas maisījuma sastāvs laša specifiskā ģenētiskā materiāla detekcijai. 

Reaģenta nosaukums Gala koncentrācija Tilpums, µl 
H2O   5.8 
SolisFAST® Probe 5x Hot-start mix 1 x 4.0 
praimeris Atkinson2018-F (10 µM) 1 μM 2.0 
praimeris Atkinson2018-R (10 µM) 1 μM 2.0 
zonde Atkinson2018-P (10 µM) 0.6 μM 1.2 
Parauga DNS   5.0 
Reakcijas kopējais tilpums:   20.0 

 

2. tabula. 

Reakcijas maisījuma sastāvs iekšējās kontroles DNS detekcijai. 

Reaģenta nosaukums Gala koncentrācija Tilpums, µl 
H2O   8.7 
SolisFAST® Probe 5x Hot-start mix 1 x 4.0 
praimeris EGFP1-F (10 µM) 0.20 µM 0.5 
praimeris EGFP2-R (10 µM) 0.20 µM 0.5 
zonde EGFP-Probe1 (10 µM) 0.10 µM 0.3 
Intype-IC DNA (20x atšķaidīta) ~104 kopijas/reakc. 1.0 
Parauga DNS   5.0 
Reakcijas kopējais tilpums:   20.0 

 

Paraugu DNS pievienošanu reakcijas maisījumam veic atsevišķā zonā vai telpā no tās, 
kurā tika veikta rlPĶR reaģentu maisījumu sagatavošana (tādējādi tiek ievērota laba 
laboratorijas prakse un samazināta iespēja piesārņot reaģentus ar ģenētisko materiālu 



no paraugiem). Pēc DNS pievienošanas reakcijas plates aizlīmē ar optisko plēvi un 
centrifugē 1 minūti ≤1000 x g, lai atbrīvotos no pilieniem un burbuļiem reakciju bedrītēs. 
Abām reakcijām lieto šādu termisko protokolu (3. tabula). 

3. tabula. 

Amplifikatora programma laša un iekšējās kontroles DNS detekcijai. 

Ciklu 
skaits 

Temperatūra, °C Ilgums Fluorescences 
nolasīšana 

1 95 3 min.  

45 
95 5 sek.  
60 20 sek. FAM vai HEX kanālā 

 

Rezultātu nolasīšana un interpretācija 

Ja nepieciešams, manuāli koriģē fluorescences sliekšņa līmeni (threshold) mērķa kanālā. 
Amplifikācija ir notikusi, ja redzama raksturīgā amplifikācijas līkne, kura eksponenciālajā 
fāzē šķērso fluorescences sliekšņa līmeni līdz 40. reakcijas ciklam. Vispirms novērtē 
iekšējās kontroles rezultātus – iekšējās kontroles amplifikācija paraugos nedrīkst būtiski 
atšķirties no negatīvajām kontrolēm. Ja kādam paraugam nekonstatē iekšējās kontroles 
amplifikāciju vai tās Ct vērtība ir būtiski lielāka, pastāv iespēja, ka visi pārējie PĶR 
rezultāti no šī paša DNS ekstrakta ir viltus negatīvi. Šādiem paraugiem reakciju var 
atkārtot ar desmitkārtīgi atšķaidītu DNS. Ja kādam paraugam iekšējā kontrole nav 
amplificējusies bet laša DNS tika detektēta, to var uzskatīt par derīgu rezultātu un nav 
nepieciešams reakcijas atkārtot ar atšķaidītu DNS. Visas darba plūsmas rezultāti 
kopumā uzskatāmi par derīgiem, ja pozitīvās kontroles uzrāda pozitīvus rezultātus un 
negatīvās kontroles – negatīvus rezultātus. 

Nepieciešamo paraugu ņemšanas atkārtojumu un PĶR tehnisko atkārtojumu skaitu 
nosaka atbilstoši katra pētījuma vajadzībām, vadoties pēc literatūras, iepriekšējās 
pieredzes un statistiskiem aprēķiniem, ja tādi ir pieejami. 


