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MOTU — molecular operational taxonomic unit
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1. UvOD

U danasnje vrijeme, uslijed sve vefeg zagadenja okoliSa, uo¢ava se negativan trend
izumiranja vrsta i smanjenja bioraznolikosti te se javlja sve veca potreba za biomonitoringom,
odnosno nadziranjem populacija i broja vrsta svih organizama na nekom stanistu (Deiner i sur.
2017). Medutim, da bi biomonitoring bio uspje$no proveden, potreban je intenzivan terenski rad i
dostupnost taksonomskih stru¢njaka za pojedine skupine organizama. Kod takvog pristupa
problem je neizbjezno velik broj struénjaka za taksonomiju i osoblja opéenito, a problem
predstavlja i potreba za prikupljanjem cjelovitih jedinki Zivotinja ¢ime se dodatno moze ugroziti
njihova brojnost. Zbog navedenih problema, razvijene su metode analize DNA iz okoliSa pomocu

kojih je moguce analizirati komponente ekosustava na mnogo ucinkovitiji i manje invazivan nacin

(Thomsen i Willerslev 2015).

DNA iz okoli$a podrazumijeva bilo koji geneti¢ki materijal prikupljen izravno iz okoli$nih
uzoraka, kao $to su voda, tlo, sediment ili zrak, bez prisutnosti izvornog bioloskog materijala,
odnosno organizama ili dijelova organizama iz kojih ona potjece. Visi organizmi najcesce ispustaju
DNA u okoli§ u obliku odbacenih stanica i tkiva kao $to su dlake i koZa, putem izlu¢evina poput
urina i izmeta ili kroz raspad mrtvih organizama. Ispustena DNA neko vrijeme opstaje u okolisu
gdje se moze prikupiti i analizirati (Thomsen i Willerslev 2015). Proces analize DNA iz okolisa
sastoji se od 3 vece komponente: terenski rad, laboratorijska obrada uzoraka i bioinformaticka
analiza. Rezultati nakon cijelog procesa dobivaju se kao sekvencije odredenih sljedova DNA
kojima se zatim moze odrediti kojim vrstama pripadaju prema podatcima dostupnima u referentnim

bazama podataka.

Ovakav pristup istrazivanju bioraznolikosti omogucava relativno brz i jednostavan nacin
procjene broja vrsta u flori i fauni nekog stanista te, uz odgovarajué¢e modifikacije i optimizacije
metoda, analize DNA iz okoliSa mogu biti vazan alat u ekologiji, konzervacijskoj biologiji,

paleontologiji i biomonitoringu (Deiner i sur. 2017).

U ovom zavrSnom radu bit ¢e opisani nacini prikupljanja uzoraka, najvaznije laboratorijske
i bioinformati¢ke metode, prednosti i problemi navedenih metoda te moguée primjene analiza

DNA iz okoliSa u raznim granama biologije.



2. METODE UZORKOVANJA DNA I1Z OKOLISA

Okolisna DNA (eDNA) nalazi se u raznim vrstama supstrata kao sto su tlo, sediment,
kopnene i morske vode, permafrost i zrak te za svaki od navedenih supstrata postoji zasebna metoda
uzorkovanja te kasnija obrada sakupljenih uzoraka. Takoder, supstrat iz kojeg ¢e se prikupljati
uzorci ovisi o vrsti i podrucju istrazivanja. Zbog okoli$nih uvjeta (temperatura, pH, salinitet,
prisutnost kisika, ultraljubicasto zracenje) | prisutnosti mikroorganizama i enzima u okolisu, eDNA
se, prije ili kasnije, degradira. U razli¢itim tipovima okoli§a eDNA ima razli¢it stupanj degradacije,
pa je tako degradacija u vodenim okoliSima mnogo brza nego u tlu ili sedimentima. OkoliSna DNA
u vodenim okoli§ima opstaje od nekoliko sati do nekoliko dana (Barnes i sur. 2014) dok u tlu i
sedimentima moze opstati godinama prije nego se degradira do nemoguénosti bilo kakvih analiza

(Thomsen i Willerslev 2015).

2.1. Tloisediment

OkoliSna DNA iz uzoraka povrSinskog tla koristi se za analizu sastava i bioraznolikosti
zajednica biljaka, gljiva, podzemnih koluti¢avaca, beskraljeznjaka i kraljeznjaka (Deiner i sur.
2017). Iako nema standardnog protokola za uzorkovanje tla, u vecini istrazivanja je kao jedna
lokacija uzorkovanja odabran krug odredenog promjera unutar kojeg se uzima nekoliko uzoraka
tla s razlic¢itih dubina ovisno o dubini na kojoj se istrazivani organizmi najce$¢e pojavljuju.
Uzorkovanje se vrsi najc¢esée pomocu raznih busaca tla koji se nakon svakog uzorkovanja moraju
oprati vodom i sterilizirati plamenom da ne bi doSlo do medusobne kontaminacije razlicitih
uzoraka. Homogenizirani uzorci tla se u laboratoriju mogu ¢uvati u otopini s 96 %-tnim etanolom

ili u spremnicima u zamrzivacu na -40 °C (Echeverria-Beirute i sur. 2021).

Uzorci kopnenih i akvatickih sedimenata koriste se za analize drevne DNA, (engl. ancient
DNA, aDNA) iz koje se dobivaju informacije o ekosustavima i sastavu zajednica iz proslosti.
Najcesce se sakupljaju na vec¢im dubinama pomocu vecih alata i busaca koji mogu doprijeti na
dubine od vise desetaka metara pri ¢emu se mora paziti da se uzorci iz razlicitih slojeva medusobno

ne kontaminiraju.



2.2. Vodeni okoli$

U slatkovodnim ekosustavima uzorci se mogu prikupljati iz vodenog stupca pomocéu
filtriranja ili kao gornji sloj sedimenta u svrhu analize bioraznolikosti vodenih beskraljeznjaka i
kraljeznjaka. Uoceno je da se broj vrsta riba utvrden analizom eDNA iz uzoraka povrsinske vode
bolje poklapa s rezultatima konvencionalnih metoda (sakupljanje cjelovitih jedinki i morfoloska
determinacija) nego broj vrsta utvrden analizom eDNA iz gornjeg sloja sedimenta (Shaw i sur.
2016). U gornjim slojevima sedimenta eDNA se nakuplja tijekom duzeg vremenskog razdoblja te
su potrebna daljnja istrazivanja da se to¢no utvrdi starost eDNA (Deiner i sur. 2017). Kod
prikupljanja uzoraka iz potoka ili rijeka treba imati na umu da rezultati analize eDNA daju uvid u
bioraznolikost mnogo Sireg podrucja nego uzorci iz jezera i voda stajacica. Zbog strujanja vode u
rijekama i potocima, eDNA moze biti nosena na mnogo veée udaljenosti nego u jezerima (Deiner
i sur. 2017). Osim eDNA u jezerima i rijekama, eDNA moze se prikupljati iz podzemnih voda te
se dosad koristila u analizama raznolikosti bakterija, gljiva 1 istraZivanjima rasprostranjenosti
vodozemca Proteus anguinus, covje¢je ribice (VOrds i sur. 2017). Budué¢i da su ekosustavi
podzemnih voda slabije istraZeni, analize okoliSne DNA imaju potencijal rasvijetliti skrivenu

bioraznolikost podzemnih sustava i istraziti njihovu povezanost s povrSinskim vodama.

Prikupljanje uzoraka morske vode predstavlja veéi izazov od prikupljanja kopnenih voda
jer zahtijeva puno vec¢i volumen uzorka zbog vece razrijedenosti eDNA u morima te zbog saliniteta
1 morskih struja koje ubrzavaju degradaciju eDNA. Bez obzira na navedene teSkoce, iz eDNA iz
morske vode mogu se i dalje prikupiti vrijedni podatci o bioraznolikosti morskih mikroorganizama,
riba i morskih sisavaca. Prijenos eDNA morskim strujama unutar stupca vode nije detaljno istrazen,
no, kao i u jezerima, eDNA se nakuplja u sedimentu na dnu mora gdje moze ostati o¢uvana dulje
vrijeme (Deiner i sur. 2017). Morski sedimenti mogu se takoder uzorkovati te, iako takav na¢in
uzorkovanja zahtijeva posebnu opremu za busSenje 1 predstavlja veliki logisticki izazov, eDNA iz
tih uzoraka moze dati uvid u bioraznolikost i sastav zajednica bentoskih organizama (Guardiola i
sur. 2016).



2.3. Zrak

Analize eDNA iz zraka temelje se na ekstrakciji DNA koja se nalazi na Cesticama pijeska,
prasine, peludi i ostalim Cesticama u zraku. eDNA iz zraka najces¢e se prikuplja pomocu raznih
filtera zraka ili pomocu ljepljivih vrpci. Analize eDNA iz zraka najprije su sluzile za analize peludi
koja moze izazvati alergijske reakcije (Kraaijeveld i sur. 2015) te za analize spora gljiva (Banchi i
sur. 2015). Otkriveno je da se eDNA iz zraka moze koristiti i za analize mikroorganizama u
bolnicama te da pruZa viSe informacija o gljivama, bakterijama, arhejama i virusima u zraku od
dosadasnje koriStenih metoda uzgoja u kulturama (Tong i sur. 2017). Najnovija istrazivanja
otkrivaju da se iz eDNA iz zraka mogu identificirati vrste ptica i sisavaca u zooloSkom vrtu
(Lynggaard i sur. 2022) te predstavljaju osnovu za daljnja istraZzivanja i mogucnosti upotrebe

eDNA iz zraka.

2.4. Ostali tipovi uzoraka

Ostali tipovi supstrata koji se koriste u istrazivanjima temeljenima na analizama eDNA
ukljucuju izmet, slinu, med, krvne obroke pijavica i komaraca, sadrzaj zeluca i paukove mreze.
Ovakvi supstrati najceS¢e se koriste za analizu jedne odredene vrste 1 njenu interakciju s drugim
organizmima u okolis$u. Na primjer, analizom eDNA iz meda otkriva se s kojim sve vrstama biljaka,
zivotinja 1 patogena pcele dolaze u interakciju. Ovakva istrazivanja pruzaju zanimljiv uvid u
hranidbene navike pojedinih vrsta te interakcije medu organizama koje je nemoguce ili vrlo tesko

otkriti tradicionalnim metodama (Ruppert i sur. 2019).

2.5. Reproducibilnost i ostali problemi uzorkovanja

Cesti problemi kod uzimanja uzoraka za analize eDNA je $to nema standardnih protokola i
pravila za uzimanje uzoraka tako da se u pitanje dovodi reprezentativnost i ¢isto¢a uzoraka te tocna
lokacija uzorkovanja ako nije jasno navedena u radu. Svi navedeni problemi mogu utjecati na
reproducibilnost istraZivanja te na znacajnost i tocnost iznesenih podataka u radu. U svojem radu,
Dickie 1 sur. (2018) navode osnovne smjernice kojih bi se trebalo pridrzavati za ucinkovito 1

pravilno uzorkovanje. Navode da za reproducibilnost uzorkovanja treba navesti to¢nu lokaciju,



povrsinu podrucja na kojem se vrSi uzorkovanje, broj, lokacije, dubinu i koli¢inu prikupljenih
uzoraka te specificno naglasiti koja podrucja nisu pogodna za uzorkovanje, odnosno to¢no
definirati tip supstrata. Broj uzoraka trebao bi biti odreden analizom statistiCke snage testa (engl.
power analysis) za uzimanje najmanjeg broja uzoraka koji i dalje mogu davati statisticki znacajne
rezultate. Time se osigurava statistiC¢ka znacajnost rezultata, a potencijalni troskovi zbog analize
prevelikog broja uzoraka se eliminiraju. Bitno je i da se oprema za uzorkovanje pravilno sterilizira
ili da se koristi oprema za jednokratnu upotrebu da ne bi doSlo do kontaminacije uzoraka 1,
posljedi¢no, netocnih rezultata. Bududi da sterilizacija etanolom ne uklanja DNA ucinkovito
(Dickie i1 sur. 2018) predlaze se koriStenje izbjeljivaca (natrijev hipoklorit) ili sterilizacija
plamenom, a predlaZze se i uzimanje brisa s opreme koji sluzi kao negativna kontrola cistoce
opreme. U radovima je takoder potrebno navesti temperaturu i uvjete Cuvanja uzoraka jer mogu

utjecati na DNA, a predlaze se da se uzorci smrznu ili ohlade sto prije nakon uzorkovanja.

3. LABORATORIJSKI RAD
3.1. lzolacija eDNA

Za izolaciju eDNA iz prikupljenog uzorka postoji niz razli¢itih metoda ovisno o supstratu
iz kojeg se DNA ekstrahira. Najcesce koristeni su komercijalni kompleti (kit-ovi) za izolaciju DNA
zbog jednostavnosti koriStenja 1 relativno ucinkovite ekstrakcije. Ove metode najcesce
funkcioniraju na principu enzimske razgradnje stani¢nih komponenti uz enzim proteinazu K te, u
kasnijim koracima izolacije, vezanje DNA na posebne kolone s kojih se uz pomo¢ posebnih
elucijskih otopina najprije ispiru proteini, lipidi 1 ostale neZeljene komponente otopine, a na kraju
se s kolone ispire Cista DNA (Starcek 2021). U svom radu, Tsuji i sur. (2019) zakljucuju da
uspjesnost izolacije DNA pomoc¢u komercijalnih kompleta ovisi o na¢inu prikupljanja uzorka i tipu
supstrata, odnosno prisutnosti i koli¢ini inhibitora enzimskih reakcija u supstratu te predlazu da se
prije izolacije DNA treba pazljivo prouciti koji komplet bi bio najbolji s obzirom na vrstu uzorka.
Osim komercijalnih kompleta, za izolaciju eDNA cesto se koriste i metode koje koriste organska
otapala za izolaciju DNA (engl. liquid phase separation method) kojima se takoder moze
ucinkovito ekstrahirati DNA. Najcesce koriStene metode kod ovakvog nacina izolacije su pomocu
amfipatskog deterdzenta CTAB (cetil trimetil amonij bromid) i otopine PCI (fenol - kloroform -

izoamilni alkohol). Nedostatak metoda koje koriste organska otapala je $to ona zahtijevaju posebnu
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paznju pri radu 1 odlaganju otpada jer koriste toksicne kemikalije kao $to su kloroform i fenol.
Postoji niz istrazivanja koja koriste modificirane protokole izolacije i usporeduju ih s protokolima
komercijalnih kompleta (Hunter i sur. 2019), a mnogi dobivaju uspjesnije rezultate (veci prinos
eDNA) od komercijalnih protokola tako da je ponekad pozeljno koristiti modificirane protokole

prilagodene specifi¢nim tipovima uzoraka.

3.2. Lancana reakcija polimerazom

Lancana reakcija polimerazom, odnosno PCR (Mullis i sur. 1986) neizostavna je metoda
za umnazanje specificnih fragmenata DNA. Reakcija PCR odvija se u ciklusima od kojih svaki
sadrzi 3 glavna koraka: denaturacija kalupa DNA, specifi¢no vezanje oligonukleotidnih pocetnica
na jednolan¢anu DNA te sinteza komplementarnih lanaca DNA pomocu enzima termostabilne
DNA-polimeraze. Za uspjeSno umnazanje Zeljenih fragmenata potrebno je odabrati odgovarajuce
pocetnice. Pocetnice su kratke oligonukleotidne sekvencije komplementarne specifi¢no odredenom
slijedu DNA i oznacavaju mjesto pocetka sinteze novog lanca te o njima ovisi koji dio genoma ¢e

se umnoziti u reakciji.

Vrsta odabranih pocetnica uvelike ovisi o tipu istrazivanja koje se provodi, odnosno
istrazuje i se samo jedna vrsta ili se pomocu metabarkodiranja proucava vise skupina odjednom.
Istrazivanja jedne vrste organizma najéesSc¢i je tip istrazivanja eDNA (Tsuji i sur. 2019) kojim se
omogucava prac¢enje 1 detekcija invazivnih, ugrozenih i endemskih vrsta na nekom podrucju. Takva
istrazivanja temelje se na umnazanju odabranog fragmenta DNA pomocu vrsno specifi¢nih
pocetnica. Kod istraZivanja koja primjenjuju metabarkodiranje koristi se velika koli¢ina pocetnica
dizajniranih posebno za jednu skupinu organizama na temelju odredenog biljega koji, u idealnom

slucaju, omogucuje razlikovanje razli¢itih vrsta unutar skupine.

Standardni DNA biljezi, tako zvani, DNA barkodovi su sekvencije DNA, obi¢no dulje od
500 pb, na temelju kojih se u¢inkovito mogu razlikovati pojedine skupine organizama do razine
vrste. Za zivotinje, naj¢esc¢e koristena DNA barkod regija je mitohondrijski gen za podjedinicu
citokrom c oksidaze | (COI) (Hebert i sur. 2003); plastidni geni za ribulozu 1,5-bisfosfat
karboksilazu (rbcL) i maturazu K (matK) sluze kao barkodovi za biljke (Hollingsworth 2011), a

unutarnja transkribirana razmaknica (ITS) kao barkod za gljive (Nilsson i sur. 2009). Alternativni



biljezi koji se koriste u istrazivanjima eDNA su mitohondrijski gen za citokrom b (Cytb), D-om¢a
(nekodirajuca regija mtDNA) 1 mitohondrijski ribosomski geni za 12S i 16S podjedinice rRNA
(Tsuji i sur. 2019). U istrazivanjima eDNA Cesto se koriste alternativni biljezi jer je ponekad zbog
stupnja degradacije eDNA nemoguce umnoziti cjelovite standardne DNA barkod regije vece
duljine (Deiner i sur. 2017).

Buduéi da je eDNA relativno kratke duljine zbog odredenog stupnja degradacije, potrebno
je osmisliti kratke DNA biljege dovoljno velike da razlikuju jednu vrstu od druge ili treba koristiti

vise razli¢itih biljega u istrazivanju (Ruppert i sur. 2019).

Razliciti tipovi reakcije PCR 1 ostalih metoda koriste se za detekciju produkata 1 kontrolu
uspjesnosti reakcije, a najceSée koriStene reakcije su standardni PCR te detekcija produkata
pomocu gel elektroforeze, kvantitativni PCR (qPCR) i digitalni PCR (dPCR). Gel elektroforeza je
metoda kojim se odreduje prisutnost i duljina fragmenata DNA u uzorcima. Elektroforeza je
metoda koristi prirodni negativan naboj molekule DNA za njezino pokretanje u elektri¢cnom polju
u kojem se DNA kreée prema pozitivno nabijenoj elektrodi. Vizualizacija DNA u elektroforetskom
gelu omoguéuje se fluorescentnim bojama koje se vezu za DNA. Standardni PCR 1 gel
elektroforeza ne zahtijevaju skupe aparate i kemikalije, no precizna kvantifikacija koli¢cine DNA u
elektroforetskom gelu nakon reakcije PCR nije moguca i elektroforeza sluzi samo da se potvrdi
prisutnost zadovoljavajuce koli¢ine DNA u uzorcima $to je za odredena istrazivanja dovoljno.
Kvantitativni PCR omogucuje to¢nu kvantifikaciju DNA u uzorku, a ako se provodi qPCR baziran
na DNA probi (engl. probe-based gPCR) umjesto boji (engl. dye-based qPCR) za detekciju DNA,
moguce je tocno odrediti koli¢inu 1 potvrditi prisutnost specificnog fragmenta DNA. Digitalni
PCR, kao i qPCR, omogucuje to¢nu kvantifikaciju DNA u uzorku te predstavlja precizniju metodu
od qPCR jer inhibitori reakcije ne utjecu na rezultate dPCR kao kod qPCR. Iako je dPCR preciznija
metoda, oprema koja je potrebna za provedbu ove metode je skupa tako da se qPCR 1 dalje najvise

koristi (Tsuji i sur. 2019).

Nakon provedene reakcije PCR, a prije sekvenciranja, potrebno je procistiti DNA S§to
podrazumijeva uklanjanje zaostalih enzima, nukleotida, pocetnica i prekratkih PCR produkata iz
reakcijske otopine. Reakcije pro¢iS¢avanja najceS¢e se rade po standardnim protokolima uz

komercijalne komplete za proc¢iS¢avanje DNA.



3.3. Sekvenciranje

Pomocu sekvenciranja odreduje se slijed nukleotida u molekuli DNA. Danas postoji niz
nacina i metoda sekvenciranja s razli¢itim platformama i uredajima za sekvenciranje te opis svake
metode nadmasuje opseg ovog rada, no za istrazivanja okoliSne DNA najc¢esce se koriste metode
sekvenciranja sljedece generacije (NGS) pomocu kojih se moze paralelno sekvencirati od nekoliko
stotina tisuca do desetaka milijuna sljedova DNA. U usporedbi sa standardnim sekvenciranjem,
tzv. Sangerovo sekvenciranje (Sanger i1 sur. 1977), kojim se pojedinaéno mogu sekvencirati
sljedovi DNA duljine do 1000 pb, za istrazivanja eDNA pogodnije su metode sekvenciranja visoke
proto¢nosti (HTS) jer uzorci eDNA cesto sadrze sljedove velikog broja vrsta i Sangerovo

sekvenciranje bi u tim slucajevima bilo sporo i neu¢inkovito (Shokralla i sur. 2012).

Jedna od najcesce koristenih platformi za sekvenciranje visoke protoc¢nosti je Illumina
Genome Analyzer koja koristi princip sekvenciranja sintezom. Sekvenciranje sintezom temelji se
na sintezi sekvence pomo¢u DNA-polimeraze koja dodaje reverzibilne terminacijske nukleotide za
sve Cetiri baze oznacene drugim bojama na 3’ kraj DNA. Nakon svakog dodanog nukleotida sinteza
se zaustavlja i posebna kamera ocitava fluorescencijski signal nukleotida. Fluorescentna oznaka i
terminacijska skupina se micu s nukleotida i sinteza DNA-polimerazom se nastavlja te se ciklus

ponavlja sve dok se cijeli slijed ne ocita (Trupkovi¢ 2018).

Danas postoje razni servisi i institucije koje nude razli¢ite usluge sekvenciranja od kojih je
jedna od najpoznatijih Macrogen Inc. Ovakve vrste institucija omogucuju pouzdano, brzo i
relativno jeftino sekvenciranje te mogu umanjiti troSkove nabave skupih aparata za sekvenciranje

i ¢ine sekvenciranje Siroko dostupnim.



4. BIOINFORMATICKE METODE

Bioinformaticka obrada jedan je od najvaznijih dijelova u istraZivanju eDNA te zahtijeva
poseban oprez jer o pazljivoj interpretaciji rezultata ovisi cijelo istrazivanje. Rezultati dobiveni
sekvenciranjem najprije se moraju “urediti”, §to znaci da se moraju ukloniti sve sekvencije s loSom
kvalitetom ocitavanja ili prekratke sekvencije (krace od 20 — 100 pb). Zatim se krajevi sekvencija,
koji Cesto znaju biti lose ocitani u uredajima za sekvenciranje, takoder moraju ukloniti. Ako se radi
0 obostranom sekvenciranju (paired — end sequencing), sljedovi ocitani u oba smjera (forward i
reverse sljedovi) moraju se spojiti u cjelovitu sekvenciju na temelju medusobnog preklapanja u

parovima baza u minimalnoj duljini od 20 pb (Deiner i sur. 2017).

Nakon obrade sekvenci, pomocu referentne baze podataka, sljedovi se svrstavaju u
molekularne operacijske taksonomske jedinice (MOTU). Referentne baze podataka koje sadrze
podatke o tome koja sekvencija odredenog biljega pripada kojoj vrsti ili ve¢ postoje ili se moraju
napraviti u istrazivanju ako istrazivanih vrsta nema u postoje¢im bazama podataka. Nove
referentne baze podataka mogu se napraviti pomoc¢u metode DNA barkodiranja tako da se vrste od
interesa morfoloski identificiraju te, nakon izolacije i sekvenciranja odredene barkod regije njihove
DNA, da se sekvenciranim sljedovima pridruzi odgovaraju¢e ime vrste. Najpoznatija baza
podataka u kojoj se nalaze sekvencije standardnih barkod regija (COI, rbcL, matK, ITS) je baza
BOLD (Barcode of Life Data System) (Ratnasingham i Hebert 2007) koja sadrzi i vlastiti sustav
identifikacije vrste prema sekvenciji barkod regije. Od ostalih baza podataka vaznija je 1 baza
GenBank koju je uspostavio i odrzava NCBI (National Center for Biotechnology Information) te
koja pohranjuje sekvencije mnogih drugih gena (Benson i sur. 2012). Za potrebe analiza eDNA i
metabarkodiranja Cesto su potrebni robusniji programi koji mogu analizirati viSe sekvencija
odjednom i odrediti taksonomsku skupinu usporedujuéi sljedove s onima u bazama podataka.
Postoji niz ovakvih programa koji koriste metode usporedbe sli¢nosti sekvenci pomocu poravnanja
sljedova (BLAST) ili modela Markovljevog lanca (jMOTU), pomocu strojnog ucenja, pomocu
filogenetickih analiza ili kombinacijom navedenih metoda svrstavaju sekvencije u odgovarajuc¢u
taksonomsku skupinu (Bazinet i Cummings 2012, Deiner 1 sur. 2017). Za najto¢nije odredivanje
taksonomskih skupina predlozeno je da se koristi viSe razli¢itih metoda klasifikacije sekvenci
(Deiner i sur. 2017).



5. PRIMJENE ANALIZA DNA 1Z OKOLISA
5.1. Ekologija

Analize eDNA u podrucju ekologije uvelike mogu pridonijeti znanjima o broju i bogatstvu
vrsta u ekosustavu, medusobnim interakcija izmedu organizama i hranidbenim mrezama. lako se
informacije o brojnosti vrsta na nekom podru¢ju uvelike ne razlikuju od klasi¢nih metoda, prednost
analiza eDNA, pogotovo metabarkodiranja, je $to daju uvid u kompletan sastav vrsta kroz vise
taksonomskih skupina (biljke, Zivotinje, gljive, bakterije) na nekom podru¢ju u vrlo kratkom
vremenu (Deiner i sur. 2017). Analizama eDNA iz sadrzaja zeludca i izmeta moze se u kratkom
vremenu moZze dobiti bolji uvid u prehrambene navike istrazivanih vrsta. Ovakve vrste istrazivanja
mogu ukazati na raznolikost 1 specifi¢nosti prehrane koje bi konvencionalnim metodama bilo teSko
ili nemoguce detektirati. Najces¢i tip ovakvih istrazivanja su istrazivanja odnosa plijena i predatora,
prehrambenih preferenci biljojeda i odnosa biljaka i oprasivac¢a (Banerjee i sur. 2022). Ova su
istrazivanja bitna jer mogu ukazati na dosad nepoznate odnose izmedu organizama te potaknuti

prikladnije mjere zastite 1 oCuvanja bioraznolikosti (Deiner 1 sur. 2017).

5.2.  Konzervacijska biologija

Kroz pracenje i detekciju prisutnosti ugrozenih vrsta putem analiza eDNA omogucen je
jednostavniji nadzor ugrozenih vrsta u zastiCcenim podrucjima te se moze pratiti prisutnost vise
vrsta istovremeno. Takoder, buduci da analize DNA ne zahtijevaju invazivne metode uzorkovanja,
kao Sto je ve¢ spomenuto, prikladne su za istraZivanje ugrozenih i osjetljivih vrsta. Problemi s
analizama eDNA u svrhe nadziranja osjetljivih vrsta su §to se pomo¢u eDNA ne moZe odrediti
potjece li DNA od Zive ili mrtve jedinke i ne moze se odrediti starost niti brojnost jedinki (Deiner

i sur. 2017).

Analize drevne DNA do danas predstavljaju jedinu metodu analize ekosustava iz proslosti.
Pomocu detaljnijih analiza aDNA moze se razumjeti kako su vrste u proslosti izumirale te se ta
saznanja mogu primijeniti na danasnje ekosustave da se bolje razumije nepredvidiva dinamika

populacija i uloga Covjeka tim procesima (Thomsen i Willerslev 2015).
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5.3. Invazivne vrste i biomonitoring

Detekcija invazivnih vrsta pomocu analiza eDNA moze biti aktivna i pasivna. Kod aktivne
detekcije, vrsno specificnim pocetnicama umnaza se DNA samo one vrste za koju se sumnja da je
ili bi mogla biti invazivha na odredenom podru¢ju, a kod pasivne detekcije, pomocu
metabarkodiranja analizira se viSe vrsta odjednom pa se moze detektirati vrsta za koju nije
o¢ekivano da se pojavljuje na tom podruc¢ju. Kombinacijom aktivnog i pasivnog nadziranja
podrucja u kojem postoji rizik da se pojavi invazivna vrsta moglo bi se pridonijeti kontroli Sirenja
invazivnih vrsta. Jedina mana analiza eDNA u detekciji invazivnih vrsta su lazni pozitivni i
negativni rezultati jer mogu uzrokovati nepotrebne reakcije, a time 1 ekonomske gubitke ili Stetu

za okolis (Deiner i sur. 2017).

Pomoc¢u metabarkodiranja uzoraka okolisne DNA takoder se moze procijeniti razina i
uc¢inak zagadenja u nekom podru¢ju promatrajuéi sastav zajednica bioindikatorskih vrsta (Ruppert
i sur. 2019). Bioindikatorske vrste su organizmi koji se mogu jednostavno nadzirati te njihova

prisutnost (ili odsutnost) odrazava stanje okolisa u kojem se nalaze (Siddig i sur. 2016).

5.4. Moguée primjene analiza DNA iz okoli$a na podruéju Hrvatske

Istrazivanja DNA iz okoli$a na podrucju Hrvatske postoji vrlo malo, a ve¢inu istraZivanja
proveli su strani znanstvenici kao istrazivanja ve¢ih podrucja od kojih je Hrvatska bila samo dio.
Upotrebom eDNA u Hrvatskoj se Cesto promatra rasprostranjenost ¢ovjecje ribice (Proteus
anguinus) u Spiljama (Voros i sur. 2017, Goricki i sur. 2018), a provedeno je i istrazivanje analize
sastava dijatomeja u krskim rijekama (Kulas i sur. 2022). Iz navedenog moze se zakljuciti da su
istrazivanja eDNA u Hrvatskoj tek u zacetku, ali da pokazuju obe¢avajuce rezultate. Analize eDNA
mogle bi se primijeniti na mnogim stanistima u Hrvatskoj, pogotovo u nacionalnim parkovima i
parkovima prirode te strogo zasticenim podrué¢jima za u¢inkovitiju kontrolu brojnosti osjetljivih i
ugrozenih vrsta. Zbog velikog broja $piljskih sustava na podru¢ju Hrvatske, pomocu analiza eDNA
mogla bi se lakSe analizirati fauna teSko pristupac¢nih S$pilja i jama. Upravo zbog velike
bioraznolikosti na podruc¢ju Hrvatske analize eDNA mogle bi potaknuti bi otkrivanje novih vrsta,

ali i unaprijediti postoje¢e metode o¢uvanja zasticenih vrsta.

11



6. PREDNOSTI, NEDOSTATCI I IZAZOVI

Prednosti analiza eDNA su to¢nost i koli¢ina podataka koje se mogu dobiti u kratkom roku
u odnosu na konvencionalne metode. Takoder, uz analize eDNA moguce je opaziti vecu
taksonomsku i geneticku raznolikost u okoli$u te prisutnost rijetkih, endemskih ili kripti¢nih vrsta.
Analize eDNA ne mogu zamijeniti konvencionalne metode, ali ih mogu uvelike upotpuniti tako
Sto pruzaju uvid u skrivenu raznolikost nekog okolisa i upucuju buduca istrazivanja prema
otkrivanju vrsta koje fizicki jo$ nisu pronadene na nekom podrucju, ali su zabiljezene u eDNA.
Zbog brzine degradacije eDNA u vodenim ekosustavima (par sati do nekoliko dana) moguca je
ucinkovita procjena trenutnog stanja sastava mikrobiote 1 faune u jezerima, uzgajaliStima, morima
i rijekama (Collins i sur. 2018). Kroz nedavne napretke u tehnologiji sekvenciranja i PCR reakcija
omogucena je 1 to¢na kvantifikacija okoliSne DNA (Hoshino i sur. 2021), no u budu¢im
istrazivanjima treba se pronaci poveznica izmedu koli¢ine eDNA 1 biomase organizama da se
pomoc¢u eDNA moze dobiti to¢nija procjena brojnosti vrste na nekom staniStu. Velika prednost
analiza eDNA je neinvazivnost metoda prikupljanja uzoraka $to nije slucaj s konvencionalnim
metodama kod kojih se jedinke moraju fizicki prikupiti za daljnje analize. Budu¢i da nema potrebe
za prikupljanjem cjelovitih organizama olakSano je istrazivanje teSko dostupnih i nepristupacnih
staniSta kao $to su duboka mora 1 podzemni sustavi te ve¢ postoji niz istraZivanja koja otkrivaju
veliku raznolikost vrsta i moguée nove vrste na ovim nepristupac¢nim stanistima (npr. Sinniger i

sur. 2016, Everett i Park 2018, West i sur. 2020).

Nedostatci analiza eDNA su problemi kod odabira DNA biljega i pocetnica jer moguénost
razluCivanja vrsta unutar neke skupine ovisi o odabiru odgovarajuceg biljega te neki biljezi ne
mogu ucinkovito razlikovati vrste unutar iste taksonomske skupine. Zbog relativno kratkih
fragmenata eDNA koji se umnozavaju reakcijom PCR, postoji problem nespecifi¢nog vezanja
pocetnica na kalupe i umnozavanja DNA vrste koja nije od interesa u istrazivanju (Beng i Corlett
2020). Problem su i nepotpune referentne baze podataka koje sadrze malo ili uopcée ne sadrze
informacije za odredene biljege, a ponekad sadrze prekratke ili krivo pridruzene sekvencije nekih
biljega (Deiner i sur. 2017). Nestandardizirane metode sakupljanja uzoraka takoder predstavljaju
problem jer mogu uzrokovati nereproducibilne i1 pogreSne rezultate istraZivanja ako su loSe
provedene i neadekvatno opisane u istrazivanju (Dickie i sur. 2018). Buduc¢i da DNA u okolisu

moze biti prenoSena na razliCite nacine (izmet, strujanje vode, vjetar) tesko je utvrditi obitava li
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neka vrsta na lokaciji prikupljanja uzorka ili na mnogo udaljenijoj lokaciji. Utvrdivanje
vremenskog razmaka nakon kojeg je organizam ispustio DNA u okoli§ takoder je problemati¢no
jer eDNA u razlic¢itim uvjetima ima druk¢ije brzine degradacije pa je moguce detektirati vrstu koja
se uop¢e ne nalazi na nekom stanistu, ali je u proslosti tamo ostavila DNA koja je ostala sacuvana
(Deiner i sur. 2017). Razvoj pristupacnijih bioinformatickih metoda takoder bi pridonio

istrazivanjima eDNA jer mnoge analize zahtijevaju pomo¢ informatickih stru¢njaka.

7. ZAKLJUCAK

Analize DNA iz okoli$a, zbog jednostavnosti pristupa, pocinju imati sve vecu primjenu u
raznim podruc¢jima biologije gdje, uz postojece tradicionalne metode, mogu dopuniti i unaprijediti
nacin na koji se odredeni aspekti okolisa istrazuju. Iako se proces analize okolisne DNA sastoji od
mnogo, na prvi pogled, kompliciranih koraka, s napretkom istraZzivanja metode se sve viSe
standardiziraju i postaju pristupacnije istrazivacima koji se tek ukljuuju u istrazivanja okoli$ne
DNA. Za uspjesnu provedbu istrazivanja okoliSne DNA potrebno je izabrati odgovaraju¢u metodu
uzorkovanja prema prijedlozima iz postojece literature za odredeni tip supstrata, zatim izolirati
DNA iz uzoraka pomocu standardnog ili modificiranog protokola te umnoziti DNA metodom PCR
koriste¢i pazljivo odabrane pocetnice za DNA biljege koji odgovaraju istrazivanoj skupini. Nakon
sekvenciranja PCR produkata, sekvencije je potrebno adekvatno obraditi i analizirati pomocu
dostupnih bioinformatickih alata te rezultate pomno interpretirati. Analize DNA danas polako
nalaze primjenu u ekologiji, konzervacijskoj biologiji, biologiji invazivnih vrsta, paleontologiji i
biomonitoringu u kojima otvaraju nove moguénosti istrazivanja i o¢uvanja ekosustava. Primjene
analiza DNA iz okolisa u Hrvatskoj se tek poCinju otkrivati te postoje istrazivanja $piljskih vrsta i
slatkovodnih dijatomeja koja pokazuju obecavajuce rezultate. Uz mnoge prednosti kao §to su brza
analiza velikog broja uzoraka te jednostavnost i neinvazivnost uzorkovanja, analize DNA iz okolisa
imaju i nedostatke u smislu relativno nestandardiziranih metoda, nepotpunih baza podataka,
kontaminacije uzoraka i problema s laznim pozitivnim i negativnim rezultatima. RjeSavanjem
problema metodologije i optimizacijom procesa, analize DNA iz okoliSa u buduénosti mogu

nadograditi postoje¢e metode 1 promijeniti nacin na koji istrazujemo okolis.
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