Velkommen til DNAIab

E NATURHISTORISKE n OVO n O I:d iS k
MUSEUM foundation


Presenter Notes
Presentation Notes
DL2024045, Rysensten gym, Jan Andersen, Ringkøbing Havn


Program kl. 09:00-15:30
Det er vigtigt at:

GEXOO 15 min Velkomst og praktisk introduktion til lokaler. * Overholde tidsplanen.

CEEE 45 min Rengering + Pipettetraening. - Alle grupper falges ad i
60 min DNA-ekstraktion af miljgDNA-prave (8 grupper) . Efterfulgt af min. 60 protokollen.

min. inkubation.
K 10 min Pause - | aftaler hvornar pauser
KB 5 min Rengering. begynder og slutter
30 min Opseetning af qPCR-analyser (24 analyser). Stilles pa kal efter

forberedelse.
LB 5 min Rengearing.
I 45 min DNA-ekstraktion af miljigDNA-prave (fortsat).
EEZZEI 10 min Maling af DNA-koncentration. (kan forberedes tidligere)
15 min Opseetning af gPCR-analyser (fortsat). MiljgDNA-prgve tilsattes til
qPCR-analyser.
EEESI 130 min qPCR-analyse analyseres vha. AriaMx-maskine i 2 timer og 5 minutter.
Frokostpause
Aktivitet valgt af laerer
Pause
Oprydning i laboratoriet
EEECI 15 min AriaMx-maskine er feerdig. Hent resultater fra gPCR-analyse
5 min Afslutning og farvel
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Forslag til gruppeinddeling

Ekstraktion af

filter 1, nr:
DL20xx_ _ _

Gruppe 1
Gruppe 2
Gruppe 3

Gruppe 4

DNA-koncentration
(ng/pL):

qPCR- Elevhavne i
analysenr. | gruppen

1,9, 17
2,10, 18
3,1, 19

4,12, 20

Ekstraktion af
filter 2, nr:
DL20xx_ _ _

Gruppe 5
Gruppe 6
Gruppe 7

Gruppe 8

DNA-koncentration
(ng/pL):

qPCR-
analysenr.

5,13, 21
6, 14, 22
7,15, 23

8,16, 24

Elevhavne i gruppen
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Forslag til opgavefordeling

Klassen har faelles ansvar for at | komme bedst i mal med laboratoriearbejdet.

| kan evt. fordele fglgende opgaver imellem jer:

1.

2.

N o o b

Tidsansvarlig — sgrger for at klassen holder tiden og for at klassen kommer tilbage fra pauserne.

Reagensansvarlig ved DNA-ekstraktion — sgrger for at uddele reagenser til grupperne under
ekstraktionen.

Reagensansvarlig ved gPCR-analyse — sgrger for at uddele reagenser til grupperne under gPCR-
analysen.

Ansvarlig for opskeering af filter 1.
Ansvarlig for opskeering af filter 2.
Ansvarlig for maling af DNA-koncentration for begge miljgDNA-praver.

Ansvarlig for miljgDNA-prgven der udvalges til gPCR-analyse. Sarger for at den bliver fortyndet,
og at alle grupper efterfalgende far samme miljgDNA til deres gPCR-analyser.

Ansvarlig for at begge miljgDNA-praver bliver opbevaret pa frys, med korrekt prevenummer, ved
dagens afslutning.

Ansvarlig for gPCR-maskinen — opseaetning af filer og starte maskinen (kan evt. veere-tearayasy)seum



Renggaring

1. Ifer dig kittel og engangshandsker.
2. Rengar alle overflader og pipetter med 5% klor.

3. Renggr efterfglgende alle overflader og pipetter
med 70% ethanol.

Statens Naturhistoriske Museum 5



Pipettetraening

Afspil video:
1. Tryk pa firkant med video.
2.Eller brug dette link:

https://www.youtube.com/
watch?v=kUgWmtv4VYo&li
st=PL_6anAeCkXY|j54297f_

AEE2ylyg8yNaz&index=3

OBS!: Brug et baergerglas
med postevand til hvert bord
istedet for at tage vand fra et
Eppendorf-rar.

Materialer:

Klor (5%)

Ethanol (70%)
Kakkenrulle
Pipetter
Pipettespidser
Baegerglas med
vand

1,5 ml rgr (tomme)
Rar-holder (gra)
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https://www.youtube.com/watch?v=kUgWmtv4VYo&list=PL_6anAeCkXYj54297f_-AEE2yIyq8yNaz&index=3
https://www.youtube.com/watch?v=kUgWmtv4VYo&list=PL_6anAeCkXYj54297f_-AEE2yIyq8yNaz&index=3
https://www.youtube.com/watch?v=kUgWmtv4VYo&list=PL_6anAeCkXYj54297f_-AEE2yIyq8yNaz&index=3
https://www.youtube.com/watch?v=kUgWmtv4VYo&list=PL_6anAeCkXYj54297f_-AEE2yIyq8yNaz&index=3
https://www.youtube.com/watch?v=kUgWmtv4VYo&list=PL_6anAeCkXYj54297f_-AEE2yIyq8yNaz&index=3

DNA-ekstraktion af miljgDNA-prove

o owermiwn . Hvert sterivex-filter (miljgDNA-

gy : . prove) &bnes, og hver
. filtermembran opdeles i 4
. stykker.

g Der udfgres identiske DNA-
. ekstraktioner for hvert
membran-stykke.

Lyseringsbuffer + Proteinase K

Varmeskab, 56°C, 60 min.
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Abning af Sterivex-filter

Afspil video:

1. Tryk pa firkant
med video.

2. Eller brug dette
link:
https://www.yout
ube.com/watch?v
=ufWPuUR50I10&lis

t=PL_6anAeCkXY]j
54297f_-

AEE2ylyg8yNaz&i
ndex=4

Statens Naturhistoriske Museum 8



https://www.youtube.com/watch?v=ufWPuR50l10&list=PL_6anAeCkXYj54297f_-AEE2yIyq8yNaz&index=4
https://www.youtube.com/watch?v=ufWPuR50l10&list=PL_6anAeCkXYj54297f_-AEE2yIyq8yNaz&index=4
https://www.youtube.com/watch?v=ufWPuR50l10&list=PL_6anAeCkXYj54297f_-AEE2yIyq8yNaz&index=4
https://www.youtube.com/watch?v=ufWPuR50l10&list=PL_6anAeCkXYj54297f_-AEE2yIyq8yNaz&index=4
https://www.youtube.com/watch?v=ufWPuR50l10&list=PL_6anAeCkXYj54297f_-AEE2yIyq8yNaz&index=4
https://www.youtube.com/watch?v=ufWPuR50l10&list=PL_6anAeCkXYj54297f_-AEE2yIyq8yNaz&index=4
https://www.youtube.com/watch?v=ufWPuR50l10&list=PL_6anAeCkXYj54297f_-AEE2yIyq8yNaz&index=4
https://www.youtube.com/watch?v=ufWPuR50l10&list=PL_6anAeCkXYj54297f_-AEE2yIyq8yNaz&index=4

Opsaetning af gPCR-analyser

prorumrram— T _~ Der laves mastermix til 24 qPCR-
o ~. analyser med 12 forskellige arter.

Mastermix bestar af TagMan, ddH20
. 0g artsspecifikke primers og probe.
Mixen fordeles i PCR-rar.

Alle 24 analyser opbevares pa kal
indtil videre brug.
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DNA-ekstraktion af miljgDNA-prove

Bindingsbuffer

T - Der fortsaettes med udfarelse af fire
5 f@%ﬁ%‘ identiske DNA-ekstraktioner for hver
EE@E miljgDNA-prgve, som til sidst samles
' - igen | en faerdig-ekstraheret prgve.

HHHHHHHHH

E@?E E - Inden fortyndning udtages 10 L af
: . hver miljgDNA-prgve til
LN / koncentationsmaling.
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Koncentrationsmaling af miljgDNA

Der males DNA-

{' asesmew | koncentration pd de 10 L
bﬁ . udtaget fra hver miljgDNA-
... . ¢ | preve vha. Qubit-

/,4 ------- ;*Ui{ - protokollen.
! ddH,0 || s2 || s1 !

T o e o o e e e e e e E e e M B e e EEe B B EE B Em
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Koncentrationsmaling af miljgDNA

Afspil video:

1. Tryk pa firkant
med video.

2. Eller brug dette
link:
https://www.yout
ube.com/watch?

v=HLtxkgCIr9A&l
ist=PL_6anAeCk

XYj54297f_-

AEE2ylyg8yNaz&
index=5
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https://www.youtube.com/watch?v=HLtxkgCIr9A&list=PL_6anAeCkXYj54297f_-AEE2yIyq8yNaz&index=5
https://www.youtube.com/watch?v=HLtxkgCIr9A&list=PL_6anAeCkXYj54297f_-AEE2yIyq8yNaz&index=5
https://www.youtube.com/watch?v=HLtxkgCIr9A&list=PL_6anAeCkXYj54297f_-AEE2yIyq8yNaz&index=5
https://www.youtube.com/watch?v=HLtxkgCIr9A&list=PL_6anAeCkXYj54297f_-AEE2yIyq8yNaz&index=5
https://www.youtube.com/watch?v=HLtxkgCIr9A&list=PL_6anAeCkXYj54297f_-AEE2yIyq8yNaz&index=5
https://www.youtube.com/watch?v=HLtxkgCIr9A&list=PL_6anAeCkXYj54297f_-AEE2yIyq8yNaz&index=5
https://www.youtube.com/watch?v=HLtxkgCIr9A&list=PL_6anAeCkXYj54297f_-AEE2yIyq8yNaz&index=5
https://www.youtube.com/watch?v=HLtxkgCIr9A&list=PL_6anAeCkXYj54297f_-AEE2yIyq8yNaz&index=5

Opsaetning af real-time PCR-analyser

Hver miljgDNA-pragve fortyndes med
- 300 pL ddH20 inden brug.

- Klassen veelger én af de to miljgDNA-
. prover til videre gPCR-analyse.

300 pL ddH,0

i Der tilfgjes positive kontrol, negative
kontrol (ddH20) og miljgDNA-prgve til
. PCR-rgrene inden de saettes ned i

! gPCR-maskinen.

I oy 5 o T e i T
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Handtering af real-time PCR-maskine

Afspil video:

1. Tryk pa firkant med
video.

2. Eller brug dette link:

https://www.youtub

e.com/watch?v=D
ZLmn_Kwl&list=PL_6

anAeCkXYj54297f_-

AEE2ylyg8yNaz&ind
ex=1
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https://www.youtube.com/watch?v=DpqZLmn_KwI&list=PL_6anAeCkXYj54297f_-AEE2yIyq8yNaz&index=1
https://www.youtube.com/watch?v=DpqZLmn_KwI&list=PL_6anAeCkXYj54297f_-AEE2yIyq8yNaz&index=1
https://www.youtube.com/watch?v=DpqZLmn_KwI&list=PL_6anAeCkXYj54297f_-AEE2yIyq8yNaz&index=1
https://www.youtube.com/watch?v=DpqZLmn_KwI&list=PL_6anAeCkXYj54297f_-AEE2yIyq8yNaz&index=1
https://www.youtube.com/watch?v=DpqZLmn_KwI&list=PL_6anAeCkXYj54297f_-AEE2yIyq8yNaz&index=1
https://www.youtube.com/watch?v=DpqZLmn_KwI&list=PL_6anAeCkXYj54297f_-AEE2yIyq8yNaz&index=1
https://www.youtube.com/watch?v=DpqZLmn_KwI&list=PL_6anAeCkXYj54297f_-AEE2yIyq8yNaz&index=1

Real-time PCR-data til grafer

Afspil video:

1. Tryk pa firkant
med video.

2. Eller brug dette
link:
https://www.youtu
be.com/watch?v=
2JzbtpkC8jwa&list=
PL_6anAeCkXYj54
297f_-

AEE2ylyg8yNaz&i
ndex=2
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https://www.youtube.com/watch?v=2JzbtpkC8jw&list=PL_6anAeCkXYj54297f_-AEE2yIyq8yNaz&index=2
https://www.youtube.com/watch?v=2JzbtpkC8jw&list=PL_6anAeCkXYj54297f_-AEE2yIyq8yNaz&index=2
https://www.youtube.com/watch?v=2JzbtpkC8jw&list=PL_6anAeCkXYj54297f_-AEE2yIyq8yNaz&index=2
https://www.youtube.com/watch?v=2JzbtpkC8jw&list=PL_6anAeCkXYj54297f_-AEE2yIyq8yNaz&index=2
https://www.youtube.com/watch?v=2JzbtpkC8jw&list=PL_6anAeCkXYj54297f_-AEE2yIyq8yNaz&index=2
https://www.youtube.com/watch?v=2JzbtpkC8jw&list=PL_6anAeCkXYj54297f_-AEE2yIyq8yNaz&index=2
https://www.youtube.com/watch?v=2JzbtpkC8jw&list=PL_6anAeCkXYj54297f_-AEE2yIyq8yNaz&index=2
https://www.youtube.com/watch?v=2JzbtpkC8jw&list=PL_6anAeCkXYj54297f_-AEE2yIyq8yNaz&index=2

Teori

*MiljgDNA

*PCR

*Real-time PCR (qPCR)

Arter til real-time PCR-analyse af miljgDNA-prgven

-Eksempler pa real-time PCR-resultater
Forskere som skal bruge dine resultater
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MiljgDNA

Tilbage til
Teori-oversigt

MiljgDNA er en betegnelse for
DNA udvundet fra et bestemt
miljg. Oftest bruges betegnelse
eDNA (environmentalDNA) om
samme begreb.

MiljgDNA kan bruges til at
pavise organismers
tilstedevaerelse pa baggrund af
deres DNA-spor, idet alle
levende organismer udskiller
DNA.

MiljgDNA-metoden har veeret
brugt til at undersgge mange
forskellige miljger heriblandt
luft, jord, vand, is, sedimenter,
husstev og affaering.
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Tilbage til
Teori-oversigt

Tryk pa firkant
med video.
Eller brug dette
link:
https://www.yo
utube.com/wat
ch?v=2KoLnlw
oZKU&t=2s
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https://www.youtube.com/watch?v=2KoLnIwoZKU&t=2s
https://www.youtube.com/watch?v=2KoLnIwoZKU&t=2s
https://www.youtube.com/watch?v=2KoLnIwoZKU&t=2s
https://www.youtube.com/watch?v=2KoLnIwoZKU&t=2s

. Tilbage til
Real-time PCR (gPCR) Teori-oversigt

Tryk pa firkant
med video.

Eller brug dette
link:
https://www.you
tube.com/watch
?v=VK-
CD4MDsto

| gPCR-analyserne

bruges en FAM-
probe.
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https://www.youtube.com/watch?v=VK-CD4MDsto
https://www.youtube.com/watch?v=VK-CD4MDsto
https://www.youtube.com/watch?v=VK-CD4MDsto
https://www.youtube.com/watch?v=VK-CD4MDsto
https://www.youtube.com/watch?v=VK-CD4MDsto

Eksempler pa real-time PCR-resultater
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Arter til gPCR-analyse af miljgDNA-prgven
Havvandsprgver

Aborre
Perca fluviatilis

Asiatisk strandkrabbe
Hemigrapsus

Sortmundet kutling
Neogobius melanostomus

. s,

-

Trepigget hundestejle
Gasterosteus aculeatus

Pensel-klippekrabbe
Hemigrapsus takanoi

Stilkalge
Prymnesium parvum

=

= Z

”

Europzeisk al
Anguilla anguilla

A —‘ -~ -
Bld svemmekrabbe
Callinectes sapidus

Furealge
Alexandrium ostenfeldii

. W e

Aborre
Perca fluviatilis

&3
Flodkrebs
Astacus astacus

s

Y e 5 .y?
e
St

o4,

Trepigget hundestejle
Gasterosteus aculeatus

Signalkrebs
Pacifastacus

- .

N

S e i e TR

Gronbroget tudse
Bufo viridis

Tilbage til
Teori-oversigt

Europaisk al
Anguilla anguilla

Galizisk sumpkrebs
Astacus leptodactylus

Stilkalge
Prymnesium parvum

N

Bred vandkalv

Lille vandsalamander
Lissotriton vulgaris

Stor vandsalamander
Triturus cristatus

Amerikansk ribbegople Marsvin
Mnemiopsis leidyi Phocoena phocoena

Spaettet szl

o oriske Museum
Phoca vitulina

Dytiscus latissimus




Forskere som skal bruge resultaterne

Peter Rask Mgller
Lektor og kurator ved
Statens Naturhistoriske
Museum. Forsker inden
for et bredt felt af fisk
0g akvatisk biologi.

A e e

Aborre
Perca fluviatilis

Sortmundet kutling
Neogobius melanostomus

Jorgen Olesen

Lektor og kurator ved
Statens Naturhistoriske
Museum. Forsker i
diversitet, evolution og
slaegtskab af krebsdyr.

] e ——
Bl& svemmekrabbe
Callinectes sapidus

Signalkrebs
Pacifastacus

Morten Tange Olsen

Lektor ved Kagbenhavns
Universitet. Forsker i marine
pattedyrs gkologi og
evolution, samt pavirkning
af klimaforandringer.

Marsvin
Phocoena phocoena

Spaettet seel
Phoca vitulina

Nina Lundholm

Lektor og kurator ved
Statens Naturhistoriske
Museum. Forsker i
genetisk diversitet af
mikroalger.

Stilkalge
Prymnesium parvum

Furealge
Alexandrium ostenfeldii

Tilbage til
Teori-oversigt

Anders Tettrup
Forskningschef og leder
af citizen science-
gruppen pa Statens
Naturhistoriske Museum.
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