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Izvleéek

Arbuskolarne mikorizne glive so simbionti
velike vecine kopenskih rastlin. Simbiontsko
razmerje omogoca izmenjavo hranilnih snovi,
mikoriza pa ima za rastline in glive tudi druge
koristi. Veliki sesalci so s svojimi presnovnimi
procesi (prehrana in izloCanje, zoohorija)
pomembni vektorji za prenos in Sirjenje gliv
znotraj in med razliénimi okolji. Njihovi
iztrebki so pomemben vir njihove DNA, a
tudi vrst DNA, s katerimi se prehranjujejo, in
mikrobne DNA. Izolacija DNA iz iztrebkov
je zato zelo zahtevna in velikokrat neuspes$na
ter je velik izziv za laboratorijsko delo.
V pricujoci Studiji smo razvili metodo za
ucinkovito izolacijo DNA arbuskolarnih
mikoriznih gliv iz iztrebkov parkljarjev. V
molekularnem laboratoriju smo preizkusili
ucinkovitost dveh razli¢nih izolacijskih
kompletov (Qiagen QIAamp Fast DNA
Stool Mini Kit in Qiagen DNeasy PowerSoil
Kit) za ekstrakcijo glivnhe DNA iz iztrebkov
srnjadi (Capreolus capreolus) in jelenjadi
(Cervus elaphus). U¢inkovitost kompleta smo
ocenili na podlagi koli¢ine izolirane DNA
in uspesnega pomnozevanja odsekov DNA

taréne skupine gliv. Za pomnoZzevanje odsekov
DNA smo uporabili zacetne oligonukleotide
NS31 in AM1 za 18S regijo ribosomske RNA
arbuskularnih mikoriznih gliv. Ugotovili smo,
da sta izolacija in kakovost DNA boljsi z
uporabo kompleta Qiagen Dneasy PowerSoil
Kit. Z analizo dolzine odsekov smo potrdili,
da so iztrebki prostozivecih parkljarjev lahko
koristno orodje v okoljski genetiki, na primer
kot vir glivne DNA, ki omogoca proucevanje
Sirjenja mikoriznih gliv z Zivalmi ter drugih
ekoloskih interakcij v kopenskih ekosistemih
(npr. prehranske preference in uzivanje gliv,
vzroki za ritje divjih prasicev, prenos gliv z
zoohorijo).

Kljuéne besede: arbuskularna mikoriza, glive,
prostoziveci parkljarji, jelenjad, srnjad, DNA,
PCR, molekularna ekologija

Abstract

Arbuscular mycorrhizal fungi are symbionts
of a large majority of terrestrial plants. Along
with other benefits of mycorrhiza, the symbiotic
relationship allows exchange of nutrients among
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symbiotic partners. Large mammals with their
metabolic processes (i.e., nutrition and excretion,

zoohory) are important vectors for the transfer
and dispersal of fungi within and between different
environments. Their faeces are an important source
of their DNA, as well as DNA from the species they
eat and microbial DNA. However, isolating DNA

from faeces is difficult and often unsuccessful and
poses a major challenge for laboratory work. We
tested the efficiency of two different DNA isolation

kits (Qiagen QlAamp Fast DNA Stool Mini Kit,

and Qiagen DNeasy PowerSoil Kit) for fungal
DNA extraction from faeces of European roe
deer (Capreolus capreolus) and red deer (Cervus

elaphus). We estimated the efficiency of the kits
by measuring the concentration of isolated DNA

and by amplification success using the arbuscular
mycorrhizal fungal specific NS31 and AM1 primers
for the 18S region of ribosomal RNA. Fragments
of 550 bp arbuscular mycorrhizal DNA were
isolated and amplified, and we optimized the
annealing temperatures using gPCR. In terms
of better PCR amplification, our results showed
that the Qiagen DNeasy PowerSoil Kit performed
better than the Qiagen QlAamp Fast DNA
Stool Mini Kit. By analysing the lengths of DNA

fragments, we confirmed that wild ungulate faeces
can be a useful tool in environmental genetics,

for example as a source of fungal DNA, which

allows us to study the potential animal dispersal of
mycorrhizal fungi and other ecological interactions
in terrestrial ecosystems (e.g. dietary preferences
and consumption of fungi, reasons for wild boar
rooting, transmission of fungi by zoohory).

Keywords: arbuscular mycorrhiza, fungi, wild
ungulates, red deer, roe deer, DNA isolation, PCR,
molecular ecology

1 Uvod

Neinvazivno vzorcenje, npr. zbiranje iztrebkov,
dlake, perja, koze in sline prostozivecih zivali,
omogoca zbiranje velikega Stevila genetskih
vzorcev, ne ogroza osebkov ciljne vrste in je

varnejSe za raziskovalce. V zadnjih dvajsetih letih
so slednji razvili u¢inkovite genetske metode
za izolacijo DNA iz neinvazivnih vzorcev, ki
omogocajo identifikacijo DNA v vzorcu (Long
in sod., 2008). Ceprav je takine vzorce enostavno
pridobiti, je kakovost izolirane DNA majhna, kar
se odraza tudi pri uspesnosti nadaljnjih genetskih
analiz. Neinvazivno zbrani vzorci namre¢ pogosto
vsebujejo majhne koli¢ine DNA ciljne skupine, ki
je pomesana z mikrobno DNA, DNA organizmov,
s katerimi se je zival hranila, in snovmi, ki lahko
zavirajo verizno reakcijo s polimerazo (PCR)
(Eggert in sod., 2005). V molekularni ekologiji
uporabljamo izraz eksogena DNA za opis celotne
DNA, ki jo najdemo v nekem organizmu, ne
izvira pa iz organizma samega (Legan, 2018).
Eksogena DNA izvira predvsem iz bakterij, gliv
in virusov, ki zivali potrebujejo za lasten cikel
razmnozevanja (njihovega mikrobioma), vendar
je lahko to tudi DNA rastlin in organizmov, s
katerimi se zival prehranjuje (Ghasemzadeh in
Namazi, 2015; Harder in Wilson, 1998; Ingold,
1953; Schupp, 1993). Glivna DNA je eden od
virov eksogene DNA, ki v prebavni trakt zivali
pride s prehranjevanjem (objedanje korenin,
prehranjevanje z razmnoZevalnimi strukturami
gliv (sporami ali trosi, trosnjaki ali sporokarpi)) ali
nakljucno, pri cemer trosi gliv praviloma prezivijo
skozi prebavni trakt Zivali in se izlo¢ijo z iztrebki
(Nuske in sod., 2017).

Mikorizne glive so simbionti ve¢ine kopenskih
rastlin, pri ¢emer je arbuskularna mikoriza na
Zemlji prisotna ze ve¢ kot 400 milijonov let in
spada med evolucijsko najstarejsSe tipe mikorize
(Strullu-Derrien in sod., 2018). Del organizma
mikoriznih gliv je pri vseh tipih mikorize v tleh,
del pa v sozitju z gostiteljsko rastlino v koreninah,
s katerimi tvorijo specifi¢ne morfoloske strukture,
namenjene predvsem izmenjavi snovi (npr. hranil)
med rastlino in glivo (Dighton in White, 2017).

Ashkannejhad in Horton (2006) sta odkrila, da
evropska srna/srnjad (Capreolus capreolus)
raz§irja trose ektomikoriznih (ECM) gliv, ki
so pomembne za razvoj borovih sestojev na
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obmocdjih, kjer Se ni micelijske mreze ECM
gliv. To kaze, da ECM glive ustvarjajo posebne
ekoloske prilagoditve in so pomembne za
sukcesijo v neoptimalnih ali na novo nastajajocih
habitatih. Vecina sesalcev lahko trose gliv raznasa
tudi nakljucno.

Arbuskularne mikorizne (AM) glive lahko
na lokalnem nivoju hitro kolonizirajo nova
obmocja, prisotnost zdruzb gliv AM tudi v
oddaljenih obmo¢jih pa kaze, da je Sirjenje
mogoce tudi na velike razdalje (Davison in sod.,
2018). Veliki sesalci, npr. nekateri predstavniki
druzine jelenov (Odocoileus sp.), snezne koze
(Oreamnos americanus) in medvedi (Ursus sp.),
lahko glivne trose razsirjajo na velike razdalje
(Luoma in sod., 2003). Tudi divji prasi¢i (Sus
scrofa) so pomembni raznasalci trosov mnogih
gliv (zbrano v Pokorny in Jelenko Turinek, 2013).
V veliki meri pa ostaja nejasno, kako biotski in
abiotski vektorji prispevajo k naklju¢nemu ali
usmerjenemu prenosu (Finlay, 2002) ter vplivajo
na raznolikost AM gliv (Bueno in Moora,
2019; Davison in sod., 2018). Dokazi, da trosi
lahko prezivijo tudi po prehodu skozi prebavila
nevretencarjev, kot so skakaci (Collembola),
dezevniki (Lumbricidae), hrosci (Coleoptera)
in mokrice (Oniscidea), ter vretencarjev (ptic,
plazilcev, majhnih in velikih sesalcev), pa kazejo,
da se biotsko razsirjanje trosov gliv AM pojavlja
v raznovrstnih ekosistemih (Anslan in sod., 2016;
Brown, 1995; Cooper in Vernes, 2011; Correia
in sod., 2019; Hassall in sod., 1987; Houston in
Bougher, 2010; Lekberg in sod., 2011; Mangan in
Adler, 2002; Mcllveen in Cole, 1976; Rabatin in
Stinner, 1985, 1988).

Mikofagija (tj. prehranjevanje z glivami)
pripomore k uspe$nemu razsirjanju glivnih
trosov, ko fungivori razprsijo spore z uzivanjem in
iztrebljanjem Zivih spor (Maser in Maser, 1988).
Trosi, razprSeni na tak nacin, kalijo in tvorijo nove
micelijske mreze, s ¢imer naselijo nova obmocja
ali potencialno povecujejo gensko raznolikost
obstojecih gliv (Johnson, 1996). Mikorizne
glive tvorijo simbiozo z rastlinami, kjer rastline

glivam dovajajo ogljik, asimiliran v fotosintezi,
glive pa olaj$ajo vnos mineralnih hranil iz tal
v korenine rastlin. To razmerje je bistvenega
pomena za prezivetje in rast vecine drevesnih
vrst ter grmovnic, a tudi zelnatih rastlin (Fogel in
Trappe, 1978). Fungivori lahko posredno vplivajo
na vegetacijsko sukcesijo z razSirjanjem trosov
mikoriznih gliv in tako spodbujajo Sirjenje ter
obnovo rastlinske vegetacije (Schickmann in
sod., 2012). Maser in sod. (2008) domnevajo, da
bi bile brez zivalskega razsirjanja glivnih trosov
rast, obnova in prilagoditev mreze mikoriznih gliv
in dreves zelo oslabljene ali nemogoce.

Sesalci razsirjajo tudi glive AM. Vitalne trose so,
npr., nasli v iztrebkih aftiskih slonov (Loxodonta
africana) (Paugy in sod., 2004), vektorji prenosa
trosov so tudi glodavci in vrecarji (Janos in sod.,
1995; Vernes in sod., 2015). Severnoameriski
bizon (Bison bison) je pomemben vektor gliv
AM v Nacionalnem parku Yellowstone (Lekberg
in sod., 2011). Poleg bizona so pomemben
vektor tudi vapitiji (Cervus canadensis); ki
so, npr., pomagali pri ponovni naselitvi gliv na
vulkanskem obmocju po izbruhu vulkana na gori
St. Helens, Washington, ZDA (Allen, 1987).

V raziskavah, osredotocenih na primerjavo
ucinkovitosti razlicnih kompletov za izolacijo
glivne DNA, so ve¢inoma uporabili ¢loveske
iztrebke. Fiedorova in sod. (2019) so primerjali
pet razli¢nih kompletov za izolacijo mikrobne in
glivne DNA iz ¢loveskih iztrebkov, med njimi tudi
QIlAamp Fast DNA Stool Mini Kit. Problematiko
izolacije DNA iz razli¢nih vzorcev in medijev so
v pregledni $tudiji proucili Lear in sod. (2018).
Po pregledu nedavnih trendov in uporabe
razli¢nih metod so predlagali standardiziran nabor
postopkov za uporabo na razlicnih organizmih
in vzor¢nih medijih; pri izolaciji glivne DNA
iz iztrebkov rastlinojedih Zivali so predlagali
uporabo kompleta Qiagen DNeasy PowerSoil
Kit. Uporaba slednjega je priporocljiva tudi pri
izolaciji DNA iz tal, sedimenta, listnega odpada
in rastlinskih tkiv (Lear in sod., 2018). Za
molekularne analize je poleg velike koncentracije
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DNA pomembna tudi Cistost in celovitost
izolirane DNA. Vzorci iztrebkov vsebujejo veliko
snovi, kot so polisaharidi, Zol¢ne soli in lipidi,
ki zavirajo encimske reakcije v reakciji PCR
(QIAGEN, 2020). Oba kompleta zagotavljata
odstranitev tovrstnih zaviralcev PCR, prisotnih
v iztrebkih (QIAGEN, 2020). Kompleta za
izolacijo smo izbrali na osnovi omenjenih ¢lankov
(Fiedorova in sod., 2019; Lear in sod., 2018),
Ceprav je v osnovi en komplet namenjen izoliranju
DNA iz iztrebkov, drugi pa iz sedimenta.

Gebcezynska (1980), Pokorny in sod. (2004)
ter Claridge in Trappe (2005) so dokazali, da
se srnjad in navadni jelen/jelenjad (Cervus
elaphus) prehranjujeta z razlicnimi skupinami
mikoriznih gliv. Vendar o Sirjenju gliv AM
s srnjadjo in jelenjadjo vemo zelo malo;
primanjkuje tudi genetskih analiz, ki bi
pripomogle k pojasnjevanju Sirjenja gliv AM
z zivalskimi vektorji. K proucevanju ekologije
zdruzb gliv AM so bistveno pripomogle
genetske analize, pri katerih je bil v reakcijah
PCR uporabljen par zacetnih oligonukleotidov
NS31 in AM1 (Helgason in sod., 1998). Par
zacetnih oligonukleotidov NS31 in AMI
pomnozuje 18S regijo ribosomske DNA, ki
je dolga priblizno 550 baznih parov (Jiang in
sod., 2015). Sekvence gliv AM iz razli¢nih
geografskih regij ali razlicnih ekosistemov
so kasneje pogosto analizirali z uporabo prav
te kombinacije zacetnih oligonukleotidov in
so omogocile vpogled v odnos med glivami
AM ter rastlinami v razli¢nih okoljih (Lee in
sod., 2008). Zato smo v nasi Studiji za analizo
gliv AM uporabili omenjeni par zacetnih
oligonukleotidov.

Ceprav je par zacetnih oligonukleotidov (NS31
— AM1) zasnovan tako, da se v reakciji PCR
pomnozijo odseki DNA vseh podskupin gliv
AM in izkljuci sekvence drugih organizmov,
se lahko v primeru majhne koli¢ine DNA
AM gliv v izvornem substratu (npr. nizke
stopnje kolonizacije rastlinskih korenin z
AM glivami) pojavi tezava, tj. nespecificno

pomnozevanje zaporedij, ki pripadajo drugim
organizmom (Lee in sod., 2008). Uspesnost
specificnega pomnozevanja je odvisna tudi od
izhodiS¢nega materiala, ki ga uporabimo za
izolacijo DNA. Zato smo v pri¢ujoci raziskavi
zeleli: (i) primerjati uspesnost izolacije DNA
arbuskularnih mikoriznih gliv iz iztrebkov
parkljarjev (srnjadi, jelenjadi) z uporabo dveh
komercialnih kompletov; (ii) optimizirati
postopek pomnozevanja 18S regije ribosomske
DNA AM gliv.

2 Materiali in metode
2.1 Vzorcenje

Sveze vzorce iztrebkov srnjadi in jelenjadi smo
nakljucno zbrali na obeh straneh avtocestnega
odseka Vrhnika—Logatec v obdobju marec—
april 2019 (Slika 1 in Preglednica 1), in sicer
v okviru raziskave Strokovne podlage za
zagotovitev ustreznih migracijskih koridorjev
velikih zveri in drugih vrst velikih sesalcev
na AC odseku Vrhnika—Postojna (Al Sayegh-
Petkovsek in sod., 2019). V pric¢ujoco
raziskavo smo vkljucili 16 vzorcev iztrebkov
srnjadi (n = 7) in jelenjadi (n = 9). Vzorce
smo hranili v zamrzovalnih posodicah v
zmrzovalniku pri —80 °C.

2.2 Izolacija DNA

DNA smo izolirali z uporabo dveh razli¢nih
komercialnih kompletov: Qiagen QIAamp
Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Nemcija,
kataloSka Stevilka 51604, leto izdelave 2019; v
nadaljevanju: komplet Stool) in Qiagen DNeasy
PowerSoil Kit (Qiagen, Nemcija, kataloska
Stevilka 12888-100, leto izdelave 2019; v
nadaljevanju: komplet Soil). Za vsak komplet
smo uporabili 200 mg svezih iztrebkov.
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/ i Slika 1: Lokacije vzor¢enja iztrebkov srnjadi in jelenjadi na

?) - & v obeh straneh avtocestnega odseka Vrhnika—Logatec. Vzorci so
= e L oznaceni z identifikacijsko oznako (LME); iztrebki srnjadi so
.2 a e I_/ = oznacen s trikotnikom, jelenjadi pa s kvadratom.
E 3 e T Figure 1: Red deer and roe deer faeces sampling locations on
’a ~ = Woasais | i both sides of the Vrhnika-Logatec motorway section. Samples
=" w! are marked with an identification tag (LME), roe deer faeces
_ﬁ N are marked with a triangle and red deer faeces with a square.
>§ ]
3 =
= i Preglednica 1: Podatki o vzorcih iztrebkov, vkljuenih v
~N— W [ L dree .
8 — raziskavo
E- B e T et f’ _‘ = m—mmr  Tuble 1: Data on the faeces samples included in the study.
— A __ . L
>
=]
g LME koda Vrsta BliZnji objekt
g LME1664 navadni jelen podhod
N LME1665 navadni jelen podhod
: LME1666 navadni jelen podhod
59 LME1674 navadni jelen podhod
= LME1675 navadni jelen podhod
S LME1677 navadni jelen podhod
s LME1678 evropska sma nadhod
= LME1682 navadni jelen nadhod
E LME1685 navadni jelen nadhod
‘N LME1687 evropska srna nadhod
s LME1696 navadni jelen nadhod
i= LME1699 evropska srna nadhod
g LME1707 evropska srna nadhod
N LME1711 evropska srna nadhod
= LME1714 evropska srna nadhod

LME1717 evropska srna nadhod
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Komplet je namenjen hitremu ¢iS¢enju celotne
DNA iz vzorcev do 220 mg. Hiter in enostaven
postopek obsega naslednje korake: liza celic
in lo¢evanje necisto¢ iz vzorcev iztrebkov v
inhibitEX pufru ter ¢iS¢enje DNA na QIAamp
Mini kolonah. Komplet vsebuje Sest raztopin,
epice in kolone z membrano iz silicijevega
oksida. Pred zac¢etkom smo pripravili raztopine
po proizvajal¢evih navodilu in sledili korakom
v navodilih.

Komplet temelji na postopku odstranjevanja
huminskih substanc. Postopek je u¢inkovit pri
odstranjevanju zaviralcev reakcije PCR tudi iz
najzahtevnejsih 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
nato speremo in eluiramo z membrane. [zolirana
DNA je pripravljena za analizo PCR in druge
aplikacije. Komplet vsebuje Sest raztopin,
kolone z membrano iz silicijevega oksida, epice
s kroglicami in 2 ml epice. Pred zaetkom smo
pripravili raztopine po proizvajal¢evem navodilu
in sledili korakom v navodilih.
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2.3 Izbira vzorcev za prvi PCR test

Vzorce za analize PCR smo izbrali na osnovi
najvi§je vsebnosti izolirane DNA, saj je
za uspesno PCR pomembna dovolj visoka
koncentracija DNA. Zato smo izbrali set vzorcev,
izoliranih s kompletom z vi§jo povprecno
koncentracijo DNA. Po izolaciji DNA smo
izmerili koncentracijo DNA v vseh 32 vzorcih
(16 za vsak komplet) z uporabo reagentov
Qubit® dsDNA BR (Thermo Fisher Scientific,
ZDA) in fluorimetra Qubit 3.0 (Thermo Fisher
Scientific, ZDA).

2.4 PomnoZevanje DNA

Izolirano DNA smo pomnozili v reakciji PCR.
Reakcijo smo izvedli na 16 vzorcih DNA,
izolirane s kompletom Soil. V reakciji smo
uporabili zacetna oligonukleotida NS31 in AM1
(Preglednica 2) (Helgason in sod., 1998).

Pogoji reakcije PCR
Reakcijska meSanica je zajemala reagente,

volumne, koncentracije in pogoje, kot so
prikazani v Preglednicah 3 in 4.

Preglednica 2: Nukleotidno zaporedje para zacetnih oligonukleotidov za pomnozevanje 18S regije ribosomske DNA, uporabljenih

v raziskavi

Table 2: Nucleotide sequence of the pair of primers for amplification of the 18S region of ribosomal DNA used in the study

Lovska zveza

¢ih parkljarjev
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Zacetni oligonukleotid
Smerni (angl. forward) (NS31)

Nukleotidno zaporedje
TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCC

Protismerni (angl. reverse) (AM1) GTTTCCCGTAAGGCGCCGAA
Preglednica 3: Reagenti, uporabljeni za reakcijo PCR

Table 3:Reagents used for the PCR reaction

Reagent Volumen (uL) Koncentracija

Taq AllTaq 0,30 0,08 U

Reakecijski pufer 5,00 5mM

MgCl12 1,20 1,50 uM

dNTPs 0,50 0,25 mM

Smerni zacetni oligonukleotid 0,30 0,15 uM
Protismerni zacetni oligonukleotid 0,30 0,15 uM

Q raztopina 1,00 /

H20 8,40 /

DNA 3,00 /

Preglednica 4: Temperaturni protokol reakcije PCR

Table 4: Temperature protocol for the PCR reaction

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
Zakljuéno podaljSevanje 1 72 7 min
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2.5 Agarozna gelska elektroforeza

Najprej smo z uporabo agarozne gelske
elektroforeze na 1,5 % gelu preverili uspesnost
pomnozevanja odsekov DNA na 16 vzorcih,
pri katerih smo DNA izolirali s kompletom
Soil. Z uporabo agarozne gelske elektroforeze,
pri kateri se pomnozeni odseki DNA, ki jim
dodamo ustrezno fluorescentno barvilo, lo¢ijo po
velikosti, lahko konéne produkte vizualiziramo
pod UV-svetlobo in tako preverimo uspesnost
pomnozevanja odsekov DNA.

Pripravili smo 1,5 % gel, uporabili
fluorescentno barvilo Midori Green (NIPPON
Genetics, Nemcija) ter velikostni standard
TrackIt™ 50 bp Plus DNA Ladder (Thermo
Fisher Scientific, ZDA), ki ima pri 500bp
tudi dolo¢eno koncentracijo produkta.
Koncentracijo oznake smo uporabili tudi
za dolocevanje koncentracije produktov v
izbranih vzorcih. Gelska elektroforeza je
potekla na 120 V, 35 min. Preverili smo
uspesnost pomnozevanja DNA na 16 vzorcih,
pri katerih smo DNA izolirali s kompletom
Soil. Koncentracijo produktov PCR smo
ocenili s primerjavo intenzivnosti fluorescence
fragmenta med vzorcem in velikostnim
standardom, saj je koncentracija produkta
dolzine 500 bp normalizirana na 26,8 ng/pL.

2.6 Izbira vzorcev za drugi PCR test

Na §tirih vzorcih, pri katerih je bil prisoten
odsek DNA dolzine priblizno 550 bp (pri
drugih vzorcih ni bilo tar¢nega produkta), smo
ponovili PCR ter produkte reakcije uporabili
za nadaljnjo primerjavo uspesSnosti med
kompletoma Soil in Stool.

2.7 Statisticne analize

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

primerjalno analizo pa neparametri¢ni Mann-
Whitneyjev U-test (Mann in Whitney, 1947).

3 Rezultati
3.1 Koncentracija izolirane DNA

Z uporabljenima izolacijskima kompletoma
smo uspesno izolirali DNA, in sicer iz 15
s kompletom Soil in iz 16 s kompletom
Stool. Koncentracije izolirane DNA so bile,
upostevajo¢ oba kompleta skupaj, od 0 ng/uL
do 29,4 ng/pL (povprecno 8,61 £+ 6,26 ng/uL);
vrednosti za posamezni komplet so navedene
v preglednici 5.

Vrednosti koncentracije DNA, izolirane
s kompletom Stoo/, niso bile normalno
porazdeljene, zato smo za statistino analizo
uporabili neparametricni Mann-Whitneyjev
U-test. Rezultati primerjalne analize med
kompletoma so pokazali, da je bila mediana
koncentracije izolirane DNA znacdilno vecja pri
kompletu Soi! kot pri kompletu Stoo! (U = 62,0,
p=0,013).

3.2 Analiza uspeSnosti pomnoZevanja regije
male podenote ribosoma (SSU)

Za analizo uspeS$nosti pomnoZenih
produktov PCR smo uporabili agarozno
gelsko elektroforezo. Rezultati uspe$nosti
pomnozevanja 16 vzorcev, pri katerih smo DNA
izolirali s kompletom Soil, so prikazani na sliki
2. Pri vzorcih LME1678, LME1699, LME1707
in LME1711 je bila uspeSnost pomnozevanja
boljsa (koncentracija visja od 67 ng/ul) v
primerjavi s preostalimi dvanajstimi vzorci
(prikazano z belim okvirjem).

Primerjava uspe$nosti pomnozevanja regij SSU
med obema kompletoma na izbranih vzorcih je
prikazana na sliki 3. Jakost in polozaj signala
sta boljsa pri vzorcih LME1678 in LME1699,
kjer smo DNA izolirali s kompletom Soil.
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Preglednica 5: Koncentracija DNA (ng/uL) po izolaciji glede na uporabljen komplet
Table 5: DNA concentration (ng/uL) after isolation based on the kit used

Reagent Komplet Stoo! Koncentracija Soil
Uspesnost izolacije (%) 100 93,7
Povprecje (ng/uL) 6,67 10,6
Mediana (ng/pL) 4,07 10,5
Standardni odklon (ng/puL) 6,53 5,49
Minimum (ng/pL) 2,00 0,00
Maksimum (ng/pL) 29,4 20,2

4 Razprava

Namen raziskave je bil preizkusiti u¢inkovitost
dveh razli¢nih izolacijskih kompletov (Qiagen
QOlAamp Fast DNA Stool Mini Kit in Qiagen
DNeasy PowerSoil Kit) za pridobitev glivne
(eksogene) DNA iz iztrebkov srnjadi in jelenjadi.
Iztrebki so pogost in dostopen vir genetskega
materiala, ki se uporablja v mnogih molekularno-
genetskih Studijah. Zato so testiranja optimalnih
protokolov za izolacijo DNA gliv AM izjemno
pomembna za pospesevanje raziskav pomena
Sirjenja gliv AM z zoohorijo, a tudi za
proucevanje raznolikosti glivnih vrst, njihove
ekologije in interakcije s prostozivec¢imi zivalmi.

ury
o
e
—_
=
e,
-
—

LME1685

LME1666
LME1674
LMEI675

Na podlagi koncentracije DNA in rezultatov
agarozne gelske elektroforeze smo ugotovili,
da je komplet Qiagen DNeasy PowerSoil
Kit uCinkovitejsi za izolacijo glivne DNA v
primerjavi s kompletom QI4amp Fast DNA
Stool Mini Kit. V dveh predhodnih raziskavah
so ze uporabili Zivalske iztrebke za dolocitev
in prepoznavo DNA gliv AM (Lekberg in sod.,
2011; Nielsen in sod., 2016), in sicer so v prvi
uporabili komplet Microbial DNA Isolation
Kit, v drugi pa so DNA izolirali s klasi¢no
metodo (kloroform/izopropanol) brez uporabe
specificnega kompleta. Po na§em vedenju Se
nikoli ni bil uporabljen komplet Ql4damp Fast
DNA Stool Mini Kit v raziskavah, kjer bi tar¢no
iskali glivno DNA v zivalskih iztrebkih. Ce
strnemo rezultate, lahko zaklju¢imo, da so z uporabo

Slika 2: Gelska elektroforeza vzorcev (agarozni gel), izoliranih s kompletom Soil. V beli barvi so napisani vzorci jelenjadi, v
¢rni pa srnjadi. Oznake predstavljajo dolzino (bp) posameznega fragmenta DNA; STD predstavlja lestvico dolzine tiso¢ baznih
parov. Oznacen je standard z dolzino 500 bp, kjer pri¢akujemo, da se bo pojavil pomnozek DNA pri vzorcih, ki vsebujejo DNA
gliv AM. Uporabljeni standard je TrackIt™ 50 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, ZDA), volumen nanosa je 2pL.

Figure 2: Gel electrophoresis of samples (agarose gel) isolated with the Soil kit. Red deer samples are in white and roe deer samples
are in black. The markings represent the length (bp) of each DNA fragment; STD represents the thousand base pair length scale. A
standard of 500 bp is indicated, where DNA amplification is expected to occur in samples containing AM fungal DNA. The standard
used is Tracklt™ 50 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA), the loading volume is 2 uL.
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Slika 3: Gelska elektroforeza oz. primerjava izbranih Stirih
vzorcev. Prvi fragment je standard (STD), ki je isti kot na
sliki 2. Naslednji stirje fragmenti so fragmenti DNA, izolirani
s kompletom Soil, zadnje tiri pa smo izolirali s kompletom
Stool. Uporabljeni standard je TrackIt™ 50 bp Plus DNA
Ladder (Thermo Fisher Scientific, ZDA), volumen nanosa je
2uL.

Figure 3:Gel electrophoresis comparison of four selected
samples. The first fragment is the standard (STD), which is
the same as in Figure 2. The next four fragments are DNA
fragments isolated with the Soil kit, and the last four were
isolated with the Stool kit. The standard used is Tracklt™
50 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA),
the loading volume is 2 uL.

kompleta Qiagen DNeasy PowerSoil Kit, v primerjavi
s kompletom QI4amp Fast DNA Stool Mini Kit,
koncentracije glivnih DNA, izoliranih iz Zivalskih
iztrebkov, vecje.

Pomnozevanje regije SSU, ki je najbolj uporabljena
regija za dolocitev gliv AM (Hart in sod., 2015;
Opik in sod., 2010), je bila uspesna v 69 % vzorcev.
Regija SSU je bila uspesno pomnozena pri vseh stirih
testnih vzorcih (LME1678, LME1699, LME1707 in
LMEI1711), izoliranih s kompletom Qiagen DNeasy
PowerSoil.

Dosedanje raziskave so pokazale zelo pomembno
vlogo malih sesalcev pri Sirjenju trosov (spor) AM gliv
(Paz in sod., 2021). Veliki sesalci imajo zaradi svojih
po navadi obseznih zivljenjskih okolisev, velikega
vnosa hranil in njihovega dolgega ¢asa zadrzevanja v
Crevesju edinstveno in kljucno vlogo v procesu Sirjenja
trosov na velike razdalje (Forbes in sod., 2019). Zaradi
velikega Zivljenjskega okolisa, pogostega Sirjenja in
selitev je bil navadni jelen ze pred desetletji prepoznan
kot pomemben vektor Sirjenja AM gliv (Allen,
1987). Na podlagi molekulamih analiz so Nielsen in

sod. (2016) ugotovili, da lahko tudi gosi (4nser sp.)
pripomorejo k Sirjenju gliv AM med oddaljenimi
otoki. Vendar raziskave, ki bi obravnavale vpliv selitev
oz. prostorskega vedenja sesalcev in ptic na strukturo
glivnih zdruzb, e niso bile opravljene. Prav ptice in
sesalci sta najbolj spregledani skupini potencialno
pomembnih razsirjevalcev trosov gliv AM; doslej so
bile namre€ objavljene le posamezne publikacije na
to temo o pticah in velikih sesalcih, medtem ko so bili
mali sesalci kot vektor Sirjenja gliv AM obravnavani
v 120 publikacijah (zbrano v Paz in sod., 2021). Z
naso raziskavo smo dokazali, da sta srnjad in jelenjad
pomembna vektorja za Sirjenje gliv AM, saj smo z
genetskimi analizami potrdili prisotnost glivne DNA
v analiziranih iztrebkih.

V prihodnje bi bilo treba ugotoviti, kako prostorsko
vedenje (selitve, Siritve) zivali vpliva na razSirjanje
gliv in kako ucinkovito prepoznati uspesne
razsirjevalce gliv AM, saj je dokazovanje prisotnosti
DNA gliv v iztrebkih Zivih organizmov tezavno
in zamudno zaradi morebitne hkratne dolocitve
eksogene DNA, ki prihaja iz drugih virov (rastlin,
bakterij). Ravno zato je prvi korak k uspesni doloCitvi
tar¢ne DNA uspesna izolacija iz izhodnega materiala
(npr. iztrebki, vsebina ¢revesja oz. Zelodca). Dokazali
smo, da na ucinkovitost izolacije DNA znacilno
vplivata protokol in uporabljeni komplet reagentov.
Koncentracija skupne izolirane DNA iz iztrebkov
je bila pri uporabi kompleta Qiagen DNeasy
PowerSoil znacilno ve¢ja kot koncentracija DNA,
izolirana s kompletom QIAamp Fast DNA Stool
Mini Kit. Ravno tako je bila uspeSnost pomnozenih
specificnih fragmentov SSU regije AM gliv vecja pri
vzorcih DNA, izolirane s kompletom Qiagen DNeasy
PowerSoil.

5 Zakljucki

Arbuskularne mikorizne glive so sestavni del vecine
kopenskih ekosistemov in pomembno prispevajo k
ekosistemskim storitvam, kot so privzem mineralnih
hranil, vezava ogljika in ohranjanje raznolikosti
rastlin. Ohranjanje raznolikosti mikoriznih gliv v
ekosistemih je zato pomemben vidik ohranjanja
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habitatov in biotske raznovrstnosti. Mikofagija
(prehranjevanje z glivami), ki jo prakticirajo Stevilne
zivali, naj bi v veliki meri vplivala na strukturo glivnih
zdruzb in soCasno razsirjanje vrst mikoriznih gliv
(VaSutova in sod., 2019). Vendar moramo biti pri
posplosevanju ugotovitev o odnosu med Zivalmi in
mikoriznimi glivami pazljivi, saj je po sedaj znanih
podatkih razsirjanje nekaterih vrst mikoriznih gliv
odvisno samo od ene ali dveh vrst vretencarjev
(Dighton in White, 2017).

Ugotovili smo, da je med dvema testiranima
protokoloma za izolacijo DNA gliv iz iztrebkov boljsa
uporaba kompleta Soil. Par zacetnih oligonukleotidov,
ki smo ga uporabili (NS31-AM1), se je pokazal kot
ustrezen za pomnozevanje SSU regije AM-gliv iz
iztrebkov prostozivecih prezvekovalcev. Ugotovili
smo, da v iztrebkih smjadi in jelenjadi najdemo DNA
AM- gliv (le-to smo izolirali iz prav vseh analiziranih
iztrebkov). Zato lahko sklepamo, da so prostoziveci
parkljarji pomembni vektorji Sirjenja te taksonomske
skupine gliv.

6 Summary

Arbuscular mycorrhizal (AM) fungi are an integral
component of most terrestrial ecosystems and
contribute to many ecosystem services, such
as nutrient fixation, carbon sequestration and
maintenance of plant diversity. Therefore, maintaining
the diversity of mycorrhizal fungal taxa in ecosystems
is an important aspect of habitat conservation.
Mycophagy, practiced by many widespread animals,
is thought to have a major impact on fungal
community structure and the coexistence of fungal
taxa. However, we need to be careful in generalizing
interactions between animals and mycorrhizal fungi,
because some fungal taxa depend on only one or two
species of vertebrates to disperse them. The objective
of this study was to compare and optimize the protocol
for successful DNA isolation of AM mycorrhizal
fungi from deer faeces, as faeces are a common
and accessible source of genetic material used in
population genetics studies. The protocol would
allow further research on the dispersal of mycorrhizal

fungi by ungulates while allowing the study of fungal
diversity and interactions with wildlife. Our research
showed that among the tested protocols, the best one
for isolating fungi from faeces is to use the Soil kit and
PCR annealing temperatures of 58°C. The primers
we used (NS31-AM1) were found to be suitable for
amplification of AM fungi from this source. We found
(extracted) AM fungal DNA from all analysed faeces
of (ved and roe) deer, which confirms that these two
species (and wild ungulates in general) are important
vectors of mycorrhizal fungi.
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