Metodes apraksts lasa (Salmo salar) vides DNS noteikSanai ar reala laika PKR
levads

Si metode lada specifiskd genétiska materiala detekcijai Gdens paraugos ir balstita uz
reala laika polimerazes kédes reakciju (rIPKR) ar ieprieks izstradatam praimeru un zondes
sekvencém — Atkinson un lidzautoru (2018) pétijuma (https://doi.org/10.1002/aqc.2931)
izveidotie praimeri un zonde ir mérkéti uz laSa mitohondrialas DNS citohroma oksidazes
| (COI) génu. Mitohondriju DNS Sunas ir sastopama liela kopiju skaita un tai raksturiga
pietiekama sekvencu mainiba starp sugam, kas to padara par piemérotu meérki Sada

veida analizém.

Ta ka vides paraugu tiriba var but loti atSkiriga, pastav iespé€ja, ka no upes vai udenstilpes
udens ieglts DNS ekstrakts satur inhibitorus — dazadas vielas, kuras var kavét (inhibét)
PKR reakcijas norisi. Lai parliecinatos par inhibicijas neesamibu, 8 metode izmanto PKR
iek§éjo kontroli — maksligi pievienotu DNS, kuras detekcija lauj parliecinaties par
veiksmigu reakcijas norisi.

NepiecieSamie reagenti un materiali
Reagenti:

e DNeasy PowerWater reagentu komplekts (Qiagen, kataloga nr. 14900-100-NF);
e Dekontaminacijas lidzekli (70% etanols, 1% natrija hipohlorits);
e rlPKR reagentu komplekts SolisFAST® Probe qPCR Mix (Solis BioDyne kat. nr. 28-
01-00001);
e ArizsaliSanas metodi attiriti oligonukleotidi (5’>3’):
Atkinson2018-F: CGTTATAAATTTGGTCATCTCCCAGA
o Atkinson2018-R: CGCCCTAAGTCTCTTGATTCGA
o EGFP1-F: GACCACTACCAGCAGAACAC
o EGFP2-R: GAACTCCAGCAGGACCATG
e ArHPLC metodi attiriti fluorescenti ieziméti oligonukleotidi (5’>3’):
o Atkinson2018-P: FAM-AGAACTCAGCCAGCCTG-MGBNFQ
o EGFP-Probe1: HEX-AGCACCCAGTCCGCCCTGAGCA-BHQ1
lekS€jas kontroles DNS intype IC-DNA (Indical kat. nr. 1C289980);

e No nukleazem brivs udens.

o

Materiali:

e eDNA paSsaglabajosie filtri, poruizmeérs 5,0 pym (Smith-Root kat. nr. 11580-25);
e Nitrila vai lateksa cimdi bez pudera;

e Vienreizlietojamie automatisko pipesu uzgali ar filtriem, no nukleazém brivi;

e 1.5-2 mL PP mikrocentrifigas stobrini, no nukleazem brivi;

e 96 bedrisu PKR plates;
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e Optiskas pléeves PKR platém.
lekartas un piederumi:

e FiltreSanas mugursoma eDNA sampler backpack (Smith-Root) kopa ar parasto vai
teleskopisko paraugu nemsanas katu;

e Metala pincetes;

e Maisitajs Vortex-Genie 2 (Scientific Industries) ar horizontalo adapteri 5-15 mL
stobriniem (Qiagen kat. nr. 13000-V1-5);

e Centrifuga ar rotoru 15 mL stobriniem, atrums < 4000 x g;

e Centrifiga 2 mL stobriniem, atrums 213,000 x g;

e Automatisko pipesSu komplekts 1-1000 pL tilpumam;

e Centrifiga 96 laucinu PKR platém;

e Reala laika PKR iekarta ar FAM un HEX optiskajiem kanaliem;

Paraugu vaksana un uzglabasana

Paraugu ievakSanu veic ar filtréSanas mugursomu, iestatot pliismas atrumu 0,5 L/min un
izfiltréjot kopuma 5 litrus tdens, vienlaicigi izmantojot tris filtrus. Paraugu var nemt vai nu
no krasta vai iebrienot tdeni. Ja parauga nemS$anai ir nepiecieSams iebrist upég, filtru
ievades caurules vienmeér iegremdé Udeni virziena augSup pa straumi, lai izvairitos no
sadulkojumiem un kontaminacijas, kas ar zabakiem varétu but atnesta no citas
ddenstilpes. Kad ir izfiltréts nepiecieSamais ddens daudzums, filtrus nozave, 20
sekundes suknéjot cauri filtram gaisu.

Katras paraugu ievakSanas sesijas beigas izveido ari lauka negativo kontroli, ar tadiem
pasiem iestatijumiem uz tira filtra izfiltréjot 5 L sterila Gdens. Lauka negativa kontrole
nepiecieSama, lai spétu detektét kontaminaciju, kas varétu bt radusies paraugu
ievakSanas laika.

Péc filtreSanas katru filtru nonem ar tiriem gumijas cimdiem, ievieto originalaja razotaja
maisina, cieSi noslédz un marke ar parauga identifikacijas numuru, nemsanas vietu un
laiku. Filtrus ar paraugu materialu uzglaba apkartéjas vides temperatura lidz DNS
ekstrakcijai.

Atbilstosi pétijuma dizainam un vajadzibam filtru daudzumu viena paraugu nemsanas
vietavar palielinat vai samazinat, un paraugus var ievakt vai nu viena punkta vai, Skérsojot
transekti un vienlaicigi filtréjot.

DNS izdaliSana

Ar pinceti iznem filtru no uzglabasanas iepakojuma un ievieto to PowerWater DNA Bead
Tube stobrina stobrina, ta, lai uz iekSpusi butu vérsta ta puse, uz kuras ir sakrajies
izfiltretais materials. Starp paraugiem notira pincetes ar dekontaminacijas lidzekliem,
vajadzibas gadijuma nomaina cimdus, lai nepielautu Skérskontaminaciju starp



paraugiem. DNS izdaliSanu veic, sekojot DNeasy PowerWater reagentu komplekta
instrukcijai. Izdalito DNS uzglaba 5+3 °C temperatiira lidz 24 stundam vai sasaldé -90 lidz
-15 °C temperatira ilgakai uzglabasanai.

rlPKR reakcijas

No DNS izdaliSanas darba zonas atseviSka telpa vai zona sagatavo rlPKR reagentu
maisijumus lasa specifiska genétiska materiala (1. tabula) un iekSéjas kontroles DNS (2.
tabula) detekcijai atbilstoSi nepiecieSamajam paraugu skaitam, ieklaujot ari PKR pozitivo
kontroli, lauka negativo kontroli un PKR negativo kontroli. Metodes testéSanas laika tika
konstatéts, ka laSa DNS detekcijas spéja samazinas, ja to apvieno viena duplex reakcija
ar iekSejas kontroles DNS detekciju. Abas reakcijas ir iesp&jams apvienot, ja tiek atrasti
apstakli, kuros iekSejas kontroles vienlaiciga amplifikacija butiski nepasliktina laSa DNS
detekciju.

1. tabula.

Reakcijas maisijuma sastavs lasa specifiska genétiska materiala detekcijai.

Reagenta nosaukums Gala koncentracija | Tilpums, pl
H.0 5.8

SolisFAST® Probe 5x Hot-start mix | 1 x 4.0

praimeris Atkinson2018-F (10 uM) | 1 uM 2.0

praimeris Atkinson2018-R (10 pM) | 1 uM 2.0

zonde Atkinson2018-P (10 uM) 0.6 uM 1.2

Parauga DNS 5.0

Reakcijas kopeéjais tilpums: 20.0

2. tabula.

Reakcijas maisijuma sastavs iekS€jas kontroles DNS detekcijai.

Reagenta nosaukums Gala koncentracija | Tilpums, pl
H20 8.7
SolisFAST® Probe 5x Hot-start mix | 1 x 4.0
praimeris EGFP1-F (10 uM) 0.20 uM 0.5
praimeris EGFP2-R (10 uM) 0.20 uM 0.5

zonde EGFP-Probe1 (10 uM) 0.10 uM 0.3
Intype-1C DNA (20x atSkaidita) ~10* kopijas/reakc. 1.0

Parauga DNS 5.0
Reakcijas kopéjais tilpums: 20.0

Paraugu DNS pievienoSanu reakcijas maisijumam veic atseviSka zona vai telpa no tas,
kura tika veikta rlPKR reagentu maisijumu sagatavoSana (tadéjadi tiek ievérota laba
laboratorijas prakse un samazinata iespéja piesarnot reagentus ar genétisko materialu



no paraugiem). Péc DNS pievienoSanas reakcijas plates aizlimé ar optisko plévi un
centrifugé 1 minuti <1000 x g, lai atbrivotos no pilieniem un burbuliem reakciju bedrités.
Abam reakcijam lieto $adu termisko protokolu (3. tabula).

3. tabula.

Amplifikatora programma lasa un iekSejas kontroles DNS detekcijai.

Ciklu Temperatura, °C | llgums Fluorescences
skaits nolasiSana
1 95 3 min.
45 95 5 sek.
60 20 sek. FAM vai HEX kanala

Rezultatu nolasiSana un interpretacija

JanepiecieSams, manuali korige fluorescences sliekSna limeni (threshold) mérka kanala.
Amplifikacija ir notikusi, ja redzama raksturiga amplifikacijas likne, kura eksponencialaja
fazé Skerso fluorescences sliekSna limeni lidz 40. reakcijas ciklam. Vispirms novérté
iekSejas kontroles rezultatus — iekSéjas kontroles amplifikacija paraugos nedrikst batiski
atSkirties no negativajam kontrolém. Ja kadam paraugam nekonstaté iekSéjas kontroles
amplifikaciju vai tas Ct vértiba ir batiski lielaka, pastav iespéja, ka visi paréjie PKR
rezultati no §1 pasa DNS ekstrakta ir viltus negativi. Sadiem paraugiem reakciju var
atkartot ar desmitkartigi atSkaiditu DNS. Ja kadam paraugam iek8€ja kontrole nav
amplificéjusies bet laSa DNS tika detektéta, to var uzskatit par derigu rezultatu un nav
nepiecieSams reakcijas atkartot ar atSkaiditu DNS. Visas darba plismas rezultati
kopuma uzskatami par derigiem, ja pozitivas kontroles uzrada pozitivus rezultatus un
negativas kontroles — negativus rezultatus.

NepiecieSamo paraugu nemsSanas atkartojumu un PKR tehnisko atkartojumu skaitu
nosaka atbilstoSi katra pétijuma vajadzibam, vadoties péc literatlras, iepriek$éjas
pieredzes un statistiskiem aprékiniem, ja tadi ir pieejami.



