OLJY-YHDISTEILLA PILAANTUNEEN
MAAN MIKROBISTON ANALYSOINTI
DNA- MENETELMILLA

LAHDEN AMMATTIKORKEAKOULU
Ympiristoteknologian koulutusohjelma
Ympiristobiotekniikan suuntautumisvaihtoehto
Opinnéytetyo

Kevit 2009

Hanna Puttonen



Lahden ammattikorkeakoulu
Tekniikan laitos
Ympiristoteknologian koulutusohjelma

PUTTONEN, HANNA: Oljy-yhdisteilld pilaantuneen maan mikrobiston
analysointi DNA-menetelmilla

Ympiristobiotekniikan opinndytetyd, x sivua, x liitesivua
Kevit 2009

TIVISTELMA

Tamai opinndytetyd on osa Helsingin yliopiston TELMI-nimisti
hankekokonaisuutta, joka koostuu Suomen luonnonvarainséition rahoittamasta
projektista ”Ympiristomyrkkyjd hajottavien elididen jalostaminen tehostetun
luonnonvalinnan avulla” sekd Marjatta ja Eino Kollin sédétion tukemasta
”Puunsuoja-aineilla pilaantuneen maan puhdistaminen maaperin bakteerien
avulla” -nimisestd hankkeesta.

Opinndytety0ssi pyrittiin analysoimaan dieselin vaikutusta humusvoittoisen
metsdmaan mikrobistoon DNA-menetelmid kiyttden. Puolet maandytteistd oli
otettu dieselilld saastuneesta kohdasta ja toinen puoli puhtaasta kohdasta. Osaan
maandytteistd lisittiin dieselid ja osaan jitettiin tekemittd lisdys vertailun vuoksi.
Tyossid kiytettiin kahta eri aikapistettd, kokeen aloituspdivi sekéd kahdeksan viikon
kuluttua tdstd. Ndiden kahden ajankohdan vililtd koetettiin 10ytdd eroavaisuuksia.

Kiytdnnon suoritukseen kuului DNA:n eristys maandytteestd, DNA:n
monistaminen polymeraasiketjureaktion avulla, agaroosigeeliajo molemmista
edellisistd saaduista tuotteista seki denaturoitu gradienttigeelielektroforeesi eli
DGGE, jossa eri mikrobiryhmit saadaan eroteltua toisistaan. DGGE-geelid
tarkastellen pystyttiin tekemiiin johtopddtoksid dieselin vaikutuksesta mikrobeihin
ajankohdittain ja késittelyittdin.

Kiytetyilld menetelmilli ei pystytty vastaamaan tutkimuskysymykseen. Koska
tutkittavat niytteet sisélsivit runsaasti fragmentteja, oli tulosten késittely hankalaa
ja aikaa vievad. Rinnakkaisndytteiden viliset erot olivat melko suuria, misti
johtuen ei juurikaan pystytty tekeméén vertailuja eri kisittelyjen ja aikapisteiden
vililld. DGGE-geelien tulkinta kannattaisi tehdé sithen suunnitellun
tietokoneohjelman avulla. Spesifien alukkeiden kéytto olisi pienentidnyt
fragmenttien méirad, jolloin DGGE-geelien tulkinta olisi helpompaa.

Asiasanat: diesel, DGGE, bioremediaatio.
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ABSTRACT

This bachelor’s thesis is a part of a scheme called “TELMI” that consists of two
different projects. The first one, “Expedited evolution of soil bacteria exposed to
organic contaminants”, is financed by Foundation for Research of Natural
Resources in Finland, and the latter one, “Remediation of wood preserver
contaminated soil”, is financed by Marjatta and Eino Kolli Foundation.

The aim of this study was to analyze how diesel affects microbiota of a forestland
including a lot of humus by DNA technologies. One half of the soil samples were
taken of a site contaminated by diesel and the other half of a pure site. In some of
the soil samples were added diesel and some were left without so that they could
be compared. This study concentrated on two different points in time, the day the
experiment started and eight weeks after that. Results between these two points
were analyzed trying to find differences between them.

The methods used were DNA extraction out of soil sample, multiplying DNA by
polymerase chain reaction, running agarose gel with products from above-
mentioned phases and denaturing gradient gel electrophoresis, with which
different microbe groups could be separated. Then the DGGE gel could be
examined and conclusions out of diesel’s impacts on microbes in the beginning
and on the eighth week made.

With the methods used in this study the research question could not be answered
to. Because there was a large number of fragments in samples, handling results
was challenging and gradual. The differences between parallel samples were quite
big, and because of that comparing different treatments and time points could not
be done much. It would be more worthwhile to use a computer program designed
for the purpose. Using specific primers there would have been less fragments,
making interpretation easier.

Key words: diesel, DGGE, bioremediation.
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1 JOHDANTO

Tamai opinndytetyd on osa Helsingin yliopiston TELMI-nimisti
hankekokonaisuutta, joka koostuu Suomen luonnonvarainséition rahoittamasta
projektista ”Ymparistomyrkkyja hajottavien elididen jalostaminen tehostetun
luonnonvalinnan avulla” sekd Marjatta ja Eino Kollin sédétion tukemasta
”Puunsuoja-aineilla pilaantuneen maan puhdistaminen maaperin bakteerien
avulla” -nimisestd hankkeesta. Hankkeet tidhtdivit sithen, ettd maan mikrobeja
pystyttédisiin hyodyntdméain selvisti paremmin eri ymparistomyrkkyjen haittojen

ehkdisemisessd ja vihentdmisessd. (Sinkkonen 2007.)

Diesel on kevyttd polttodljyi. Sitd voi joutua maahan teollisuusprosesseista,
tahallisina padstoina tai onnettomuuksien seurauksena. Péddasiallisesti sitd vuotaa
jatemoottoridljyn hivittdmisen yhteydessi, kun tankit vuotavat tai kuljetuksen
aikana sattuu onnettomuus. Vuodon sattuessa maanpinnalla tai sen ldheisyydessi
haihtuvat yhdisteet haihtuvat ilmakehiin. Jos 6ljyd sen sijaan piddsee maan
alapuolisiin kerroksiin, saattavat helposti liikkuvat ja vesiliukoiset ainesosat
kulkeutua pohjaveteen. Veteen liukenemattomat ainesosat taas saattavat imeytyé
hyvinkin tiukasti kiinni maahiukkasiin. (Scragg 2005.) Pédasiallisesti diesel joutuu
maaperdin nestemiisessd muodossa, mutta joskus 6ljyn palaessa sitd voi

kulkeutua maahan myo6s laskeumana (Sillanpad 2007).

Suomen ilmastolla on jonkin verran vaikutusta dieselin kdyttdytymiseen
maaperdssd. Lyhyt kasvukausi ja maan jddtyminen hidastavat hajoamisprosessia.
Jdisessd maassa biologista hajoamista ei tapahdu lainkaan, ja lampotilan lasku
hidastaa mikrobitoimintaa, kun mennéddn kauemmaksi niiden entsyymien

toiminnan lampétilaoptimista. (Sillanpdd 2007.)

Biologisia menetelmid, joissa saastuttava aine hajotetaan ja poistetaan, kutsutaan
yhteiselld nimelld bioremediaatio. Hiilivedyilld saastuneessa maassa on todettu
olevan suurempi miird mikrobeja kuin puhtaissa maissa, mutta lajiméarit sen

sijaan ovat pienempid. Tdmai voi johtua useasta eri seikasta. Siihen voivat



vaikuttaa mikrobien kasvuun ja aineenvaihduntaan vaikuttavat tekijit seka itse

orgaanisen yhdisteen ominaisuudet. (Scragg 2005.)

Tama opinndytetyo liittyy maan alkuperdisen mikrobiston hyviksikdyttdmiseen
dieselin hajottamisessa. Ty0Ossi oli tarkoitus selvittdd, millaisia muutoksia
dieselilld saastuneen maan mikrobistossa tapahtuu ajan kuluessa. Olettamuksena
on, ettd maassa, johon on aiemmin joutunut dieselid, hajoaisi nopeammin kuin
maassa, johon se joutuu ensimmaisen kerran ja siten myds mikrobisto olisi
erilainen. Opinndyte perustuu laboratoriossa tehdyn koejérjestelyn tulosten
analysointiin DNA-menetelmilld. Koejérjestelyssd puhtaaseen ja aikaisemmin
dieselilld saastuneeseen eli prekontaminoituneeseen maahan on lisétty dieselid ja

hajoamista seurattu.

2 TUTKIMUSMENETELMAN KUVAUS

2.1 Menetelmin yleiskuvaus

Téassd tyossd on kédytetty DNA-menetelmid, joilla geneettinen aines saadaan
suoraan ympdristondytteestd sen sijaan, ettd mikrobeja ensin viljeltdisiin
laboratoriossa. Tami mahdollistaa myos sellaisten mikrobien tutkimisen, jotka
eivit ole viljeltdvissd. Tutkimukset suoraan ympiristosti otetun ribosomaalisen
RNA:n geeneistd ovat paljastaneet, ettd viljelyyn perustuvilla menetelmilla
I6ydetéddn alle 1 % néytteessd olevista bakteeri- ja arkkilajeista. Tdmai johtaa
ndytteen mikrobien monimuotoisuuden aliarvioimiseen. (Hugenholtz, Goebel &

Pace 1998.)

Kuviossa 1 on esitetty tyossi kdytetyn menetelmén yleiskuvaus. Niytteesti
eristetysti DNA:sta on monistettu polymeraasiketjureaktiolla (PCR)
geenisekvenssi. Eri ndytteiden geenisekvenssien erojen 10ytamiseksi PCR-tuotteet
on analysoitu denaturoivalla gradienttigeelielektroforeesilla (DGGE). Kohdasta 1
voidaan siirtyd kohtaan 3 jos entuudestaan on olemassa riittdavisti taustatietoa.

Kohdasta 2 voidaan siirtyd kloonaamaan ja DNA sekvensoimaan PCR -tuote.



Myos kohdasta 4 voidaan jatkaa ja selvittdd DNA sekvensoimalla ndytteen

mikrobisto tarkemmin kuin DGGE-geelilla.

NAYTE (sisaltda useita eri mikrobeja)

|

1. DNA:n Tarkistus
eristys agaroosigeelilla

\

Tarkistus
44—
2. PCR agaroosigeelilla
3. PCR.GC -rikkailla PCR Tarkistus
alukkeilla > \_agaroosigeelilla

\

4. DGGE - geeli

KUVIO 1. Kaavio menetelmin etenemisesta.

2.2 Polymeraasiketjureaktio

Polymeraasiketjureaktion eli PCR:n avulla saadaan pienestd maaridsta DNA:ta
monistettua lyhyessé ajassa moninkertainen mééré, jota pystytddn helpommin
kiyttimaan analyyseissa. Se koostuu kolmesta eri vaiheesta, joita toistetaan 25-40
kertaa. Ensin nostetaan reaktioseoksen limpotilaa, jotta DN A:n kaksoisjuosteet
saadaan irrotettua toisistaan. Seuraavassa vaiheessa lampdétilaa lasketaan, jolloin
juosteet alkavat taas pariutua ja alukkeet pddsevit sitoutumaan kohde-DNA:han.
Alukkeet ovat oligonukleotidipétkid, jotka ovat komplementaarisia monistettavan
DNA-alueen alku- ja loppupéille. Alukkeita on useimmiten kaksi kappaletta, yksi
molempiin pdihin. Kolmannessa vaiheessa nostetaan lampotilaa arvoon, jossa
uutta DNA:ta rakentava DNA-polymeraasi toimii parhaiten. Kyseinen entsyymi
alkaa liittdad alukkeista eteenpéin vastapuolta parittomalle juosteelle, ja DNA-
synteesi alkaa. Kun seuraava kierros alkaa, uuden DNA:n mallina toimivat
edellisessd syklissd muodostuneet tuotteet, ja ndin DNA monistuu

eksponentiaalisesti.
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KUVIO 2. PCR-tekniikan kuvaus (Aaranyak 2007).

Polymeraasiketjureaktioon tarvittavia osasia ovat naytteen DNA:n, DNA-

polymeraasin, ja alukkeiden lisidksi deoksidinukleosiditrifosfaatit, joista uusi DNA

alkaa rakentua. Tdrke&dd on valita alukkeet ja DNA-polymeraasi oikein. DNA-

polymeraasi vaatii juuri sille sopivan ldmpdtilan ja ympériston ja lamp6tilan

toimiakseen. Jos alukkeet on valittu viirin, toivotun tuotteen saanto voi jaada

pieneksi tai muodostua ei-toivottua tuotetta. Oikeat alukkeet myos helpottavat

PCR-tuotteen jatkokésittelyd. Templaatti eli nidytteen sisdltimd DNA on syytd

puhdistaa hyvin, silli muutoin se voi siséltdd reaktiota inhiboivia aineita.



PCR on nykyisin yleistynyt siind méérin, ettd sen voi sanoa olevan kidytossi
kaikissa molekyylibiologian laboratorioissa. Kdytdnnossd PCR on hyvin herkké
menetelmi kontaminaatiolle. Jos reaktioseokseen joutuu jotakin ulkopuolista
DNA:ta jossa on alukkeille sopivat sekvenssit, voi viidrdd DNA:ta monistua suuret
maiirit ja analyysien tulokset voivat vidristyd. Tavallisimpia kontaminaation
ldhteitd ovat reaktiossa kéytettdvit reagenssit seki niiden késittelyssid kaytettavét
vilineet, etenkin pipetit. Pyrittdessd mahdollisimman puhtaaseen tyoskentelyyn
olisi ennen PCR:4i tehtivit tyovaiheet hyvi suorittaa eri tilassa ja eri vélineilld
kuin PCR-tuotteiden késittely. Negatiiviset kontrollit ovat myos térked keino,
jonka avulla ns. véirit positiiviset tulokset voidaan havaita. (Piiparinen &

Lappalainen 1998, 27-29 & 34.)

2.3 Agaroosigeelielektroforeesi

Agaroosigeelielektroforeesin avulla pystytddn arvioimaan DNA:n
pilkkoutuneisuutta seki erottamaan erikokoiset DNA-molekyylit toisistaan. Eri
kokoisten DN A-palojen nukleiinihapot kulkeutuvat ajolaitteen sahkokentidssa
negatiiviselta navalta positiivista napaa kohti. Koska agaroosigeeli on
rakenteeltaan verkkomainen, padsevit pienemméat DNA-palat kulkemaan siina

suuria nopeammin.

Jotta DNA saataisiin ndkymaéén, virjitadn geeli viriaineella joko ennen ajoa tai
ajon jilkeen. Kaksi yleisintd varjaysmenetelmii ovat etidiumbromidi- ja SYBR
Gold -menetelma. Niistd kahdesta menetelmasti etidiumbromidivérjiys on
edullisempi vaihtoehto. SYBR Goldilla on muita etuja. Se fluoresoi yli tuhat
kertaa paremmin kuin etidiumbromidi, ja silld voidaan vérjétd denaturantteja

sisdltdavid geeleja.

Tutkittavat ndytteet pipetoidaan geelilld oleviin kaivoihin, joista ne ldhtevit
liikkeelle, kun sdhkovirta kytketdin piille. Jotta niytteet saadaan putoamaan
kukin omaan kaivoonsa, on niiden tiheytta lisdttavi. Tatid tarkoitusta varten

niytteeseen lisédtddn latauspuskuria, joka sisiltdd kahta elektroforeesin positiivista



napaa kohti liikkkuvaa virid. Agaroosigeeliajon paityttyd geelid tarkastellaan UV-

valossa polaroid- tai CCD-kameralla.

Agaroosigeelielektroforeesilla voidaan tarkistaa, onko PCR:Il4 saatu aikaan
oletettua tuotetta. Siind PCR-tuotteiden koot saadaan eroteltua. PCR-tuotteiden
koot médritetddn DNA-ladderin suhteen. Ladder siséltdd tunnetun kokoisia DNA-
fragmentteja, jotka ajetaan geelilla PCR-tuotteiden rinnalla. (Suominen & Ollikka

1994, 111-115.)

2.4 Denaturoiva gradienttigeelielektroforeesi (DGGE)

Denaturoivalla gradienttigeelielektroforeesilla pystytdin erottamaan PCR-reaktion
avulla monistetut DNA-tuotteet. Se eroaa agaroosigeelielektroforeesista siind, ettad
samankokoiset PCR-tuotteet pystytdidn erottamaan toisistaan jos niidden DNA
sekvenssi on erilainen. Nédin saadaan DNA yksiloityd. DGGE-ajossa PCR-tuotteet
tormadvit suurempiin denaturoimisainemaiiriin kuin agaroosigeelilla.
Saavutettaessa tietty denaturoimisainekonsentraatio, kaksijuosteisen PCR-tuotteen
heikommin sulavat alueet alkavat denaturoitua, jolloin niiden kulkeutuminen
hidastuu selvésti. Eri bakteerien DNA-sekvenssit denaturoituvat erilaisissa
denaturoimisainekonsentraatioissa muodostaen bindejd eli juovia geelilla.
Jokainen juova esittdd teoreettisesti yhteisossa elavid bakteeripopulaatiota. Naméa
ns. sormenjéljet voidaan ladata tietokantoihin, joissa pystytddn arvioimaan
sormenjélkien samankaltaisuus sekd maarittimaan ymparistojen ja eri kisittelyjen

vilisid mikrobisia rakenne-eroja. (Sigler 2004.)

DGGE:n merkittivimpid ominaisuuksia mikrobiekologian alalla on se, etti silld
on mahdollista analysoida useita ndytteitd samanaikaisesti. Ndin pystytidin
seuraamaan mikrobiyhteisdissd ja niiden vililld tapahtuvia muutoksia. (Muyzer
1999, 319) DGGE:ti ei juurikaan voida kiyttda kvantitatiivisuuden arvioimisessa.
Lisdksi menetelmin toistettavuus eri laboratorioiden vililld on melko huono, eikd
sen avulla pystytd erottamaan kovinkaan suuria méérid toiminnallisia taksonomia-

yksikoitd toisistaan. (Grant & Ogilvie 2004, 133.)



3  TUTKIMUSNAYTTEET JA -OLOSUHTEET

3.1 Koejirjestely, ndytteenotto ja analysoitavat niytteet

Maaniytteet koejdrjestelyd varten oli otettu joen ldhelld olevasta humusmaasta
seki dieselilld saastuneesta ettd puhtaasta kohdasta. Koejérjestelyssd maatyyppeja
oli nelji erilaista (Kuvio 3). Ensimmaéinen tyyppi oli pre-kontaminoitunut maa,
johon laboratoriokoetta perustettaessa lisittiin dieselid. Toinen tyyppi oli myos
pre-kontaminoitunutta maata, mutta siihen ei lisétty dieselid. Kolmas maatyyppi
oli puhdasta maata, johon liséttiin dieselid kokeen alussa. Neljds niytetyyppi oli
puhdasta maata ilman lisdyksid. Jokaista maatyyppid oli kolme rinnakkaista

dmpdrid.

Kokeen alkaessa otettiin alkuniytteet ja 8 viikkoa kokeen aloituksesta seuraavat.
Néytteenotto @mpdreistd ei kuulunut tdhin tyohon vaan ne saatiin valmiina.
Néytteenotto oli tehty ottamalla suurikokoisilla pinseteilld maata maadmpéiristé
kolmesta eri kohdasta siten, ettd maapatsas on ollut kiinted ja nédytettd on saatu
jokaisesta kerroksesta. Pinsetit oli pesty etanolilla ja poltettu liekissé jokaisen
ndytteenoton jdlkeen. Naytteet on séilytetty pienisséd pakastepusseissa
pakastimessa noin -20°C:n lampdétilassa. Naytteitd oli siis jokaista maatyyppid
kohden kolme seki kokeen alussa ettd 8 viikon kohdalla. Tama teki yhteensd 4 (eri
maandytteet) x 3 (rinnakkaiset dmpdérit) x 2 (kaksi aikapistettd) =24

analysoitavaa ndytettd. Kuviossa 3 on esitty koejarjestely.



Prekont. Prekont. Puhdas Puhdas
RINNE RINNE PINNE PINNE
EI Lisétty El Lisétty
lisdystd lisdystd
Rinne 1, Rinne 2, Pinne 1, Pinne 2,
3,7 4,8 3,7 4,8
0ja 8 vk

KUVIO 3. Kaavakuva néytejdrjestyksestd sekd niytteiden koodit.



3.2 DNA:n eristys

Maaniytteista eristettiin DNA:t MO BIO:n PowerSoil DNA Isolation Kit:n avulla.
Kitti on kaupallinen tuote, joka siséltdd DNA:n eristykseen tarvittavat reagenssit ja
reaktioputket seki tarkat ohjeet eristyksen suorittamiseksi. Edellamainittu kitti on
suunniteltu erityisesti genomisen DNA:n eristimiseen ympdristondytteistd, jotka
sisdltdavit paljon humusta. Téllaisia ndytetyyppeja ovat komposti, sedimentti ja
lanta. Menetelma poistaa tehokkaasti PCR:44 héiritsevit tekijat hankalimmistakin

maatyypeista.

Kukin niyte lisdttiin omaan helmii sisdltdviin putkeensa, jossa saatiin aikaan
nopea ja taydellinen homogenisoituminen. Solut hajotettiin mekaanisilla ja
kemiallisilla menetelmillda. Lopullinen genominen DNA saatiin
kvartsisuodattimelle, jossa se pestiin ja josta se eluoitiin. Tdmén jidlkeen DNA oli

valmiina kéytettdviksi PCR-analyyseissa. (Liite 1.)

3.3 Polymeraasiketjureaktio

PCR-reaktiossa kiytettiin seuraavia alukkeita: MF341GC (sekvenssi: 5°-CGC
CCG CCG CGC CCC GCG CCC ETC Ccea cea ceecea ceecaeecrAac
GGG AGG CAG CAG-3’) ja MR907 (sekvenssi: 5’-CCG TCA ATT CMT TTG
AGT TT-3"). Ne ovat perédisin 16S rDNA-geenistd. Alukkeiden valintaan vaikutti
se, ettd niistd oli hyvit ldhdetiedot DGGE-menetelmin kehittdjaltd seké se, ettd ne
oli havaittu toimiviksi muissa tutkimuksissa. GC-hédnniton aluke oli Invitrogenin
valmistama. GC-hdnnéllistéd aluketta oli kdytossd kahden eri valmistajan
valmistamana. Alukkeiden méard 50ul:n reaktiotilavuutta kohden oli Invitrogenin

alukkeilla 10 ja Oligomerin alukkeilla 20 pikomoolia.
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Naytteistd otetut DNA:t monistettiin PCR-menetelmalld kdyttden seuraavaa

lampétilaohjelmaa:

1. +94°C 5 min.
+94°C 20 sek.
+55°C 20 sek.
+72°C 30 sek.
kohdasta 2 34x
+72°C 5 min.
+11°C 20 sek.

® NN A »D

+4°C loputtomiin.

Reaktiossa kéytettiin Dynazyme II (Finnzymes, Espoo) DNA polymeraasia 1 U
50ul:n reaktiotilavuutta kohti. Templaattina kiytettiin 0,1-10 ul DNA eristysti.
PCR -reaktioista tarkistettiin 1/10 eli 5 pl agaroosigeelilld (1 %) ajamalla 45 min
100 V. Naytteet agaroosigeelid varten valmistettiin lisddmalld 5 pl ndytteeseen 6 x

geelivirida 0,5 — 0,7 ul.

3.4 DGGE-geeliajo

DGGE-geeliajot tehtiin Bio-Radin geeliajolaitteella, ja geelien valmistus
suoritettiin my9ds Bio-Radin vélineilld, jotka oli tarkoitettu juuri kyseiselld
laitteella ajettavan geelin valmistukseen. Ajoissa kéytettiin 6 % geelid. Ainoa

poikkeus oli 11.7.08 ajettu geeli, joka vahingossa tehtiin 9 %:ksi.

DGGE-geeleji ajettiin 16,5 h 70 V. Geelit virjitiin SyberGreen — virilla
lisddmalld 3 pl véria 30 ml:aan vettd ja levittamailla liuos geelin pdille.
Yliméérdinen livos poistettiin pipetilld 30 min kuluttua. Analysoitavia niytteitad
sisdltavid DGGE-geeleji oli yhteensa viisi kappaletta, mutta koska yhdelld geelilld
oli vain yksi analyysikelpoinen niyte, oli se hylittdva, koska timén vuoksi sitd ei

voinut vertailla muiden néytteiden kanssa.
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4 TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU

4.1 Laboratoriotdiden onnistuminen

DNA:n eristyksessi ei padsdintoisesti esiintynyt ongelmia ja agaroosigeeliajon
jélkeen eristykset néyttivit kuvion 4 agaroosigeelin kaltaiselta, eli DNA oli
sdilynyt kokonaisena. Suuren molekyylikoon DNA-juova nékyy kirkkaana
etidiumbromidilla vérjéatyssid geelissd. Kaikista 24 niytteistd saatiin eristettyd

DNA:ta.

PCR:n kanssa oli jonkin verran ongelmia, jotka todennékoisesti johtuivat siiti,
ettd DNA - ndytteitd laimennettiin litkaa. Naytteitd laimennettiin kymmenesosaan,
koska arveltiin niissd olevan PCR-reaktiota hiiritsevia tekijoitd ja niiden madrin
vihenevin tarpeeksi laimennettaessa. Naytteissi oli todennékdisesti laimennuksen
jéalkeen liian viahidn DNA:ta, silld lopulta PCR-tuotetta saatiin, kun ndytteen méaarit

reaktiossa olivat kohdillaan.

DGGE - PCR:éin kiytettiin aluksi Invitrogenin valmistamaa MF341GC aluketta
ja sen loputtua vaihdettiin Oligomerin vastaavaan alukkeeseen. Aivan ongelmitta
vaihto ei sujunut, silld samalla alukemé&érélld ei PCR-reaktiota saatu onnistumaan.
Kokeilujen jélkeen tultiin siihen tulokseen, ettd Oligomerin aluketta tarvittiin
kaksinkertainen mééra Invitrogenin alukkeeseen verrattuna. Loppujen lopuksi

kaikista ndytteistd saatiin PCR-tuotetta.

DGGE-geelit onnistuivat vaihtelevasti, ja useita samoja niytteitd oli ajettava
useamman kerran. Ajoon laitettavan PCR-tuotteen méérii oli sdideltiva sen
mukaan, kuinka paljon tuotetta reaktiossa muodostui. Jos agaroosigeelillda PCR-
tuote ndytti onnistuneen heikosti, siti tarvittiitn DGGE-ajoon suurempi mééra.

Yhteensd ajettiin viisi analysoitavaksi tarkoitettua DGGE- geelii.



KUVIO 4. Agaroosigeelilld analysoituja DNA-eristyksii.

et

HINUEE

KUVIO 5. Agaroosigeelilld analysoituja PCR-tuotteita, koko noin 625 bp.
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KUVIO 6. DGGE-geelilld analysoituja néytteiti.

4.2 DGGE-geelien tulkinta ja fragmenttien laskeminen

Geelikuvat tulostettiin A4-kokoiselle paperille (Glossy 160 g/m?). Paperin pille
teipattiin ldpindkyva kalvo, johon merkittiin tussilla analyysiin mukaan otettavat
fragmentit. Apuna analysoinnissa kiytettiin tietokoneruudulle suurennettuja kuvia,
joissa béndit erottuvat usein selkeimmin kuin paperitulosteissa. Valokuvista
piirrettiin word-ohjelman avulla tydversiot, joihin merkittiin nédytteiden béndit.

Nidin eri nédytteiden vilinen vertailu helpottui.

Geelien tulkinta aloitettiin vertailemalla rinnakkaisnéytteitd toisiinsa yhden geelin
sisdlld. Fragmenttien méérit eri geeleiltd on koottu taulukkoon 1. Joitakin
nidytteitd on ajettu kahdella DGGE-geelilld, mikéd antoi mahdollisuuden vertailla
fragmenttien méérid. Useimmiten kuitenkin myds PCR jouduttiin uusimaan, koska

PCR-tuotetta ei ollut tarpeeksi uuteen DGGE-geeliin.
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TAULUKKO 1. DGGE-geelilta tulkittujen fragmenttien miira. Lihavoituja lukuja
on kiytetty myohemmin keskiarvojen laskemiseen, ja suluissa olevat
fragmenttiluvut on jitetty keskiarvolaskuista pois.

VIIKKO 0 DGGEI1 DGGE2 DGGE3 DGGE4
29.5.2008 2.7.2008 3.7.2008 11.7.2008

Prekontaminoitunut | frag. PCR frag | PCR | frag. PCR | frag | PCR

Ei lisdysté lkm pvim lkm | pvm |lkm pvm | lkm | pvm

Rinne 1 5 (9.5) 35 2.7

Rinne 3 ) (9.5) 31 2.7

Rinne 7 “4) (9.5) 26 2.7

Prekont, Lis

Rinne 2 31 2.7

Rinne 4 (13) 2.7

Rinne 8 23 551 25 9.7

Puhdas, Ei lis

Pinne 1 2) (13.5) |24 30.6

Pinne 3 16 4.6

Pinne 7 4) (9.5) 20 30.6

Puhdas, Lis

Pinne 2 20 30.6

Pinne 4 (6) (9.5) 16 30.6 13 8.7

Pinne 8 (32) 30.6

VIIKKO 8

Prekont.,FEi lis

Rinne 1 30 30.4 38 2.7 30 9.7

Rinne 3 25 5510 (13) 55110

Rinne 7 28 28.4 25 2.7

Prekont., Lis

Rinne 2 18 30.4 25 2.7

Rinne 4 28 5510 17) 55110

Rinne 8 (8) 551

Puhdas, Ei lis

Pinne 1 20 28.4 26 30.6

Pinne 3 17 5510 24 23.6 |23 23.6

Pinne 7 21 30.6

Puhdas, Lis

Pinne 2 (13) 5.4 30 |87

Pinne 4 25 19.5

Pinne 8 34 5510
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4.3 DGGE-tulosten tarkastelu ja yhteenveto

Kolmessa tapauksessa on sama PCR-tuote analysoitu eri DGGE-geeleilld (Rinne
3, Rinne 4 ja Pinne 3; kahdeksan viikkoa). Ndistd kahdessa tapauksessa DGGEI -
geeliltd on tulkittu 10ytyviksi selvésti enemmaén fragmentteja kuin geeliltd
DGGE?2. Viikon 8 Rinne 3 PCR — niytteesti DGGE 1 ja 2 geelilti tulkittiin 25 ja
13 fragmenttia kun vastaavat luvut Rinne 4 niytteestd olivat 28 ja 17. Viikon 8
niytteestd Pinne 3 sama PCR -tuote kahdella eri geelilld ajettuna tuotti DGGE 2 ja
- 3 geeleilld ldhes saman méérén tulkittuja fragmentteja (24 ja 23). Vertailu eri
DGGE - geelien vililld on vaikeaa ja identtisten olosuhteiden saaminen DGGE-

analyysiin haastavaa.

Vastaavaa "PCR-kontrollia” ei ole olemassa, silld yhdestikdin niytteesti ei ole
olemassa eri PCR-monistuksesta, samalla DGGE-geelilld ajettua esimerkkid. Sen
sijaan samasta DNA-néytteestd eri PCR-monistuksesta ja eri DGGE-geelilld
ajetuista naytteistd kyllidkin. Esimerkiksi kahdeksan viikon kohdalla otettu Pinne 2
—ndyte (PCR 5.4.08) tuotti DGGE3-geelilld 13 ja DGGE4-geelilld (PCR 8.7.08)
30 fragmenttia. Toisaalta koejérjestelyn alussa otettu Rinne 8 — néyte tuotti
DGGEI1 ja — 4 geeleilld 23 (PCR 5.5.08) ja 25 (PCR 9.7.08) fragmenttia. Samoin
Pinne 4 (0 viikkoa) sekd kahdeksan viikon kohdalla otetut nédytteet Rinne 1, 2 ja 7

tuottivat melko samanlaiset maarit fragmentteja DGGE-geeleilla.

Taulukkoon 2 on laskettu keskiarvot taulukon 1 fragmenteista kun poikkeavat
midrdt on poistettu ja kun fragmenttiméérit yli 10 on otettu mukaan (kts. taulukko
1). Hylkédyksen perusteena on muista poikkeava arvo. Ainoa kisittely, jossa on
havaittavissa eroa viikkojen 0 ja 8 vililld on puhdas maa, johon on lisétty dieselii.
Toisaalta, jos hylatty arvo 732" otetaan mukaan, saadaan keskiarvoksi 20

fragmenttia.
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TAULUKKO 2. Keskiméadrdiset fragmenttien maarit eri kisittelyissa O ja 8 viikon

kohdalla.

Kasittely Fragmenttien maird Fragmenttien maird
vko O (kokeen aloitus) vko 8

Prekontaminoitunut maa, ei | 31 (31) 29 (27)

lisdystd

Prekontaminoitunut, 26 (23) 24 (19)

dieselid lisdtty

Puhdas maa, ei lisdysti 20 (20) 22 (22)

Puhdas maa, dieselii lisétty | 16 (20) 30 (26)

Alkuperiinen tarkoitus oli, ettd eri kisittelyjen ja kahden aikapisteen vililla

loydettiisiin erilaisia DGGE-geelikuvioita eli sormenjélkii ja voitaisiin nédin

arvioida mikrobiston monimuotoisuutta. Rinnakkaisnaytteiden vililld havaittu

diversiteetti oli suuri ja eri kisittelyjen ja aikapisteiden vililli ei voitu tehda

vertailua. Taulukossa 3 on esitetty rinnakkaisnéytteiden vililld 16ydetyt yhteiset

fragmentit, joiden voidaan olettaa edustavan samaa mikrobilajia.
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TAULUKKO 3. Rinnakkaisnéytteiden viliset yhteiset fragmentit.

Naytteet PCR, DGGE Yhteiset
fragmentit %

vko O
Prekont, ei lisdystd Rinnel, 3, 7 2.7.08, 3.7.08 40
Puhdas maa, ei Pinnel, 7 30.6.08, 2.7.08 52
lisdystd
Puhdas maa, dieselid | Pinne2, 4 30.6.08, 2.7.08 64
lisdtty
vko 8 I R
Prekont, ei lisdystd Rinnel, 7 2.7.08, 3.7.08 43
Prekontaminoitunut, | Rinne2, 4 PCR: 304 & 5.5 | 64
dieselid lisdtty II, DGGE:

29.5.08
Puhdas maa, ei Pinnel, 7 30.6.08, 2.7.08 74
lisdystd
Puhdas maa, dieselid | Pinne4, 8 PCR: 195 & 5.5 | 59
lisétty II, DGGE:

3.7.08

5 JOHTOPAATOKSET JA JATKOTUTKIMUSHAASTEET

Téssd tyossd tuotettiin arvokasta tietoa jatkotutkimuksia varten vaikka valitulla
tutkimusmenetelmélld ei pystytty vastaamaan tutkimuskysymykseen eli
vertailemaan muutoksia maan mikrobistossa eri kisittelyiden vililld. DGGE-
geelien erotuskyky on rajallinen ja kdytettidessd universaaleita PCR-alukkeita
monistustuotteita tulee paljon erilaisia. Vertailu eri geelien vililld on vaikeaa,

vaikka geelille ottaisikin mukaan vertailunéytteita.

Osa tissd tyossid ajettujen DGGE-geelien fragmenteista on leikattu irti, ja niistid
voidaan DNA-sekvensoinnin avulla selvittdd, mitd mikrobiryhmii ne edustavat.
My®s spesifit, tietylle mikrobiryhmidille tarkoitetut PCR-alukkeet, on otettu

kayttoon, mikd vahentdd PCR-tuotteiden ja fragmenttien maardd DGGE-geelilla.
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Fragmenttim&arit olivat niin suuria, ettd niiden késittely késin oli hankalaa ja
tyolastd. Tdhén tarkoitukseen suunnitellulla tietokoneohjelmalla analysointi olisi

helpottunut huomattavasti.

Voi my0s olla, ettid ndytteenottojen vilinen aika ei ollut tarpeeksi pitki eika
mikrobiyhteisolld ollut aikaa muuttua. Sitd voidaan kuitenkin selvittdd vasta, kun

tutkimusmenetelm&i on saatu parannettua.
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Liite 5

leqlumliu, Inc.

PowerSoil  DNA Isolation Kit

Catalog No. | Quantity
| 12888-50 50 Preps
| 12888-100 | 100 Preps

Instruction Manual

Introduction

The PowerSoil™ DNA Isolation Kit* is comprised of a novel and proprietary method for isolating genomic
DNA from environmental samples. The kit is intended for use with environmental samples containing a
high humic acid content including difficult soil types such as compost, sediment, and manure. Other
more common soil types have also been used successfully with this kit. The isolated DNA has a high
level of purity allowing for more successful PCR amplification of organisms from the sample. PCR
analysis has been performed to detect a variety of organisms including bacteria (e.g. Bacillus subtilis,
Bacillus anthracis), fungi (e.g. yeasts, molds), algae and Actinomycetes (e.g. Strepfomyces)

The PowerSoil™ DNA Isolation Kit distinguishes itself from MO BIO's UltraClean™ Soil DNA Isolation Kit
with a NEW humic substance/brown color removal procedure. This new procedure is effective at
removing PCR inhibitors from even the most difficult soil types.

Environmental samples are added to a bead beating tube for rapid and thorough homogenization. Cell
lysis occurs by mechanical and chemical methods. Total genomic DNA is captured on a silica

membrarie in a spin column format. DNA is then washed and eluted from the membrane. DNA is then
ready for PCR analysis and other downstream applications.

This kit is for research purposes only. Not for diagnostic use.

*PATENT PENDING
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Required Equipment:

Microcentrifuge (10,000 x g)

Pipettors (50 pl - 500 pl)

Vortex

Vortex Adapter (MO BIO Catalog # 13000-V1)

Kit Contents
Kit Catalog # 12888-50 | Kit Catalog # 12888-100

Component Catalog # Amount || Catalog# Amount
PowerBead Tubes (contain 750l solution) | 12888-50-PBT | 50 12888-100-PBT | 100
PowerSoeil Solution C1 12888-50-1 3.3 ml 12888-100-1 6.6 ml
PowerSoil Solution C2 12888-50-2 14 ml 12888-100-2 28 ml -
PowerSoil Solution C3 12888-50-3 11 ml 12888-100-3 22 mi

| PowerSail Solution C4 12888-50-4 72 ml 12888-100-4 144 mi

| PawerSoil Solution C5 12888-50-5 30 ml 12888-100-5 2x30ml
PowerSoil Solution C& 12888-50-6 | 6ml 12888-100-6 12 ml
PowerSoil Spin Filters (units in 2 ml tubes) | 12888-50-SF | 50 12888-100-SF 100
PowerSoil 2 ml Collection Tubes 12888-50-T | 200 12888-100-T 400
Kit Storage

Kit reagents and compenents should be stared at room temperature (15-30°C).

Precautions

Flease wear gloves when using this product. Aveid all skin contact with kit reagents. In case of contact,
wash thoraughly with water. Do not ingest. See Material Safety Data Sheets for emergency procedures
in case of accidental ingestion or contact. All MSDS information is available upon request (760-929-
9911) or at www.mabio.com. Reagents labeled flammable should be kept away from open flames and
sparks.

WARNING: Solution C5 contains ethanol. It is flammable.

IMPORTANT NOTE FOR USE: Make sure the 2 ml PowerBead Tubes rotate freely in your
centrifuge without rubbing.

Technical Information: Toll free 1-800-606-6246, or 1-760-929-9911 Email: technical@maobio.com

2
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Experienced User Protocol
Please wear gloves at all times

To the PowerBead Tubes provided, add 0.25 gm of soil sample.

Gently vortex to mix.

Check Solution C1. If Solution C1 is precipitated, heat solution to 60°C until dissclved before use.

Add 60yl of Solution C1 and invert several times or vortex briefly.

Secure PowerBead Tubes horizontally using the MO BIO Vortex Adapter tube holder for the vortex

(MO BIO Catalog Mo. 12000-V1) or secure tubes horizontally on a flat-bed vortex pad with tape,

Vortex at maximum speed for 10 minutes.

6. Make sure the PowerBead Tubes rotate freely in your centrifuge without rubbing. Centrifuge tubes at
10,000 x g for 30 seconds at room temperature. CAUTION: Be sure not to exceed 10,000 x g or
tubes may braak.

7. Transfer the supernatant to a clean 2 ml Collection Tube (provided).

Note: Expect between 400 to 500l of supernatant. Supernatant may still contain some soil particles.

8. Add 250l of Solution C2 and vortex for 5 seconds. Incubate at 4°C for 5 minutes.

9. Centrifuge the tubes at room temperature for 1 minute at 10,000 x g.

10. Avoiding the pellet, transfer up to, but no mere than, 600ul of supernatant to a clean 2 ml Collection

# Tube (provided).

11. Add 200ul of Solution C3 and vortex briefly. Incubate at 4°C for 5 minutes.

12. Centrifuge the tubes at room temperature for 1 minute at 10,000 x g.

13. Avoiding the pellet, transfer up to, but no more than, 750ul of supernatant into a clean 2 ml Collection
Tube (provided).

14, Add 1200yl of Solution C4 to the supernatant and vortax for 5 seconds.

15. Load appraximately 675ul onto a Spin Filter and centrifuge at 10,000 x g for 1 minute at room
temperature. Discard the flow through and add an additional 675 of supernatant to the Spin Filter
and centrifuge at 10,000 x g for 1 minute at room temperature. Load the remaining supernatant onto
the Spin Filter and centrifuge at 10,000 x g for 1 minute at room temperature. Note: A total of three
loads for each sample processed are required.

16. Add 500! of Solution C5 and centrifuge at room temperature for 30 seconds at 10,000 x g.

17. Discard the flow through.

18. Centrifuge again at room temperature for 1 minute at 10,000 x g-

19. Carefully place Spin Filter in a clean 2 ml Collection Tube (provided). Avoid splashing any Solution
C5 onto the Spin Filter.

20. Add 100yl of Solution C6 to the center of the white filter membrane. Alternatively, sterile DNA-Free
PCR Grade Water may be used for elution from the silica Spin Filter membrane at this step (MO BIO
Catalog No. 17000-10).

21, Centrifuge at room temperature for 30 seconds at 10,000 x g.

22. Discard the Spin Filter. The DNA in the tube is now ready for any downstream application. No further

steps are required.

(R

We recommend storing DNA frozen (-20° to -80°C). Solution C6 contains no EDTA. To concentrate
the DNA see the Additional Infarmation Section.

Thank you for choosing the PowerSoil™ DNA Isolation Kit,

Technical Information: Toll free 1-800-606-6246, or 1-760-929-9911 Email: technical@mobio.com

3
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Detailed Protocol
Please wear gloves at all times

1.

fis

To the PowerBead Tubes provided, add 0.25 gm of soil sample.

After your sampie has been loaded into the PowerBaad Tube, the next step is a homogenization and lysis
procedure. The PowerBead Tube contains & buffer that will {a) help disperse the soll particles, {b) begin fo
dissolve humic acids and () protect nucleic acids from degradation.

Gently vortex to mix.

Gentle vortexing mixes the components in the PowerBead Tube and begins to disperse the sample in the
PowerBead Solution,

Check Solution C1. If Solution C1 is precipitated, heat solution to 60°C until the precipitate has
dissolved before use.

Solution C1 contains SDS and other disruption agenis required for complate cell lysis. In addition to aiding in
cell lysis, SD§ is an anionic defergent that breaks down fatty acids and lipids associated with the cell
membrane of several organisms. If f gets cold, it will form a white precipitate in the botile. Heating to 60 °C will
dissalve the SDS and will not harm the SDS or the ofher disruption agents. Salution C1 can be used while it is
still warm,

Add 60pl of Selution C1 and invert several times or vortex briefly.

Secure PowerBead Tubes horizontally using the MO BIO Vortex Adapter tube hoider for the vorlex
(MO BIO Catalog Mo. 13000-\1) or secure tubes harizontally on a flat-bed vortex pad with tape.
Vortex at maximum speed for 10 minutes.

Note: The vortexing step is critical for complete homogenization and cell ysis. Celis are lysed by a

combination of chemical agenls from steps 1-4 and mechanical shaking infroduced at this step. By randomly
shaking the beads in the presence of disruption agents, collision of the beads with microbial cefls will cause the
cells to break apen. =

The MO BIO Vortex Adapter is designed to be a simple platform to facilitate keeping the tubes tightly altached
Io the vortex. It should be noled that although you can affach tubes with tape, often the tape becomes loose
and not all tubes will shake evenly or efficiently. This may lead fo inconsistent results or lower yields. Therefore,
the use of the MO BIO Vorlex Adapler is a highly recommended and cost effective way to obtain maximurm
DINA yields.

Make sure the PowerBead Tubes rotate freely in your centrifuge without rubbing. Centrifuge tubes at
10,000 x g for 30 seconds at room temperature. CAUTION: Be sure not to exceed 10,000 x g or tubes
may break.

Transfer the supernatant to a clean 2 ml Collection Tube (provided).

Note: Expect betwean 400 to 5004 of supernatant at this step. The exact recovered volume depends on the
absorbancy of your starting materfal and s not critical for the procedure fo be effective. The supernatant may
be dark in appearance and still contain some soil particles. The presence of carry over soil or a dark color in

the mixture /s expected in many soil types at this stap. Subsequen! steps in the profoco! will remove both carry
over soil and colaration of the mixture.

Technical Information: Toll free 1-800-606-6246, or 1-760-929-9911 Email: technical@mebio.com
4
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8. Add 250ul of Solution C2 and vortex for 5 seconds. Incubate at 4°C for 5 minutes.

Solution C2 contains a reagent to precipitate non-ONA organic and inorganic material including humic
substances, cell debris, and proteins. It is important to remove contaminating organic and inorganic matter that
may reduce DNA purily and inhibif downstream DNA applications.

8. Centrifuge the tubes at room temperature for 1 minute at 10,000 x g.

10. Avoiding the pellet, transfer up to 800yl of supernatant to a clean 2 ml Collection Tube (provided).

The pellet at this point contains non-DNA organic and inorganic material including humic acid, cell debris, and
proteins. For the best DNA yields, and quality, avaid transferring any of the pellet.

11. Add 2004l of Solution C3 and vortex briefly. Incubate at 4°C for 5 minutes.
Solution C3 is a secand reagent to pracipitate additional non-DNA organic and inorganic material including
humic acid, cell debris, and proteins. It is important to remave contaminating erganic and inarganic matter that
may reduce DNA purity and inhibit downstream DNA applications.

12. Centrifuge the tubes at room temperature for 1 minute at 10,000 x g

13. Transfer up to 750yl of supematant fo a clean 2 ml Collection Tube {pravided).

The peliet at this point contains addional non-DNA organic and inerganic malerial including humic acid, cell
debris, and proteins. For the best DNA vields, and quality, avoid transfarring any of the peliet,

14. Add 1.2ml of Solution C4 to the supernatant (be careful solution doesn't exceed rim of tube) and
vortex for 5 seconds.

Solution C4 s a high concentration salt solution. Since DNA binds fightly ta silica at high salf concentrations,
this will adjust the DNA solution salt concentrations to alfow binding of ONA, but not non-DNA organic and
inerganic material that may stil be present at low levels, to the Spin Filters.

15. Load approximately 675ul onto a Spin Filter and centrifuge at 10,000 x ¢ for 1 minute at room
temperature. Discard the flow through and add an additional 675yl of supernatant to the Spin Filter
and centrifuge at 10,000 x g for 1 minute at room temperature. Load the remaining supernatant onto
the Spin Filter and esntrifuge at 10,000 x g for 1 minute at room temperature, Note: A total of three
loads for each sample processed are required.

DNA is selectively bound to the silica membrane in the Spin Filter device in the high salt solution. Contaminanis
pass through the filter membrane, leaving only DNA bound fo the membrane.

16. Add 500ul of Solution C5 and centrifuge at room temperature for 30 seconds at 10,000 x g.

Sofution C5 is an ethanol based wash solution used to further clean the DNA that is bound to the silica filter
membrane in the Spin Filter. This wash solution removes residual salt, humic acid, and other contaminants
while alfawing the DNA to stay bound to the silica membrane,

Technical Information: Toll free 1-800-606-6246, or 1-760-929-9911 Email: technical@mabio.com
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17. Diseard the flow through from the 2 ml Collection tube.

18

This flow through fraction is just non-DNA organic and inorganic waste remaved from the silica Spin Filter
membrane by the ethanol wash solution.

. Centrifuge at room temperature for 1 minute at 10,000 x g.
This second spin removes residual Solution C5 (ethanol wash solution). it is critical to ramove all traces of

wash solution bacause the ethanol in Selution C5 can interfere with many downstream ONA appiications such
as PCR, restriction digests, and gel electrophoresis.

19, Carefully place Spin Filter in a clean 2 ml Collection Tube (provided). Avaid splashing any Solution

C5 onto the Spin Filter.

Note: it is important to avoid any fraces of the ethanol based wash solution.

20, Add 100pl of Solution C8 to the center of the white filter membrane.

21.

Note: Placing the Solution C6 (sterile elution buffer) in the center of the small white membrane will make sure
the entire membrane is wetted. This will result in a more efficient and complele release of the DNA from the
silica Spin Filter membrane. As Solution C6 (elution buffer) passes through the silica membrane, DNA that
was bound in the presence of high salt is selectively released by Solution C6 (10 mM Tris) which lacks salt.

Alternatively, sterfle DNA-Free PCR Grade Water may be used for DNA elution from the silica Spin Fitter

membrane al s step (MO BIO Catalog No. 17000-10). Solution C8 contains no EDTA. If DNA degradation
is a concern, Sterfle TE may also be used instead of Solution C6 for elution of DNA from the Spin Filter.

Centrifuge at room temperature for 30 seconds at 10,000 x g.

22 Discard the Spin Filter. The DNA in the tube is now ready for any downsiream application. No further

steps are required.

We recommend storing DNA frozen (-20° to -80°C). Solution C6 does not contain any EDTA. To
concentrate DNA see the Additional Information Section.

Thank you for choosing the PowerSoil™ DNA Isolation Kit.

Technical Information: Toll free 1-800-606-6246, or 1-760-929-9911 Email: technical@maobio.com
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Additional Information

Amount of Soil to Process
This kit Is designed to process 0.25 g of soil. For inquiries regarding the use of larger sample amounts,

please contact technical support for suggestions, For wet soils, see information under “Wet Soil Sample”
below.

Wet Soil Sample

If soil sample is high in water content, remove contents from PowerBead Tube (beads and solution) and
transfer into another sterile microcentrifuge tube (not provided). Add soil sample to PowerBead Tube
and centrifuge at room temperature for 30 seconds at 10,000 x g. Remove as much liquid as possible

with a pipet tip. Add beads and bead solution back to PowerBead Tube and fallaw protocol starting at
step 2.

If DNA Does Not Amplify

» Make sure to check DNA yields by gel electrophoresis or spectrophotometer reading. An excess
amount of DNA will inhibit a PCR reaction.

+ Diluting the template DNA should not be necessary with DNA isalated with the PowerSoll DNA
Isolation Kit; however, it should still be attempted.

+  If DNA will still not amplify after trying the steps abave, then PCR optimization (changing reaction
conditions and primer choice) may be needed.

Eluted DNA Sample Is Brown
We have not observed any coloration in DNAs isolated using the PowerSoil DNA Isolation kit. If you
observe coloration In your samples, please coniact technical support for suggesfions.

Alternative Lysis Methods

* Alfter adding Solution C1, vortex 3-4 seconds, then heat to 70°C for 5 minules, Vortex 3-4 seconds.
Heat another & minutes. Vortex 3-4 seconds. This alternative procedure will reduce shearing but
may also reduce yield,

+  Ifcells are difficult to lyse, a 10 minute incubation at 70°C, after adding Solution C1, can be
performed. Follow by continuing with protocal step 5.

Concentrating the DNA agile T fﬁf;

The final volume of eluted DNA will be 100, The DNA may be concentrated by adding 4pl of 5E_Na

and inverting 3-5 times to mix. Next, add 200l of 100% cold ethanol and invert 3-5 times to mix.

Centrifuge at 10,000 x g for 5 minutes at room temperature. Decant all liquid. Remove residual ethanal in Fla

a speed vac, dessicator, o air dry. Resuspend precipitated DNA in sterile water or sterile 10 mM Tris, ,Lf;_f.f !
b By Celingy 1o min

DNA Floats Out of Well When Loaded on a Gel 2peh

This usually eccurs because residual Solution C5 remains in the final sample. Prevent this by being

careful in step 19 not to transfer liquid onto the battom of the spin filter basket. Ethanal precipitation

(described in “Concentrating the DNA") is the best way to remove residual Solution C5.

Storing DNA
DNA is eluted in Solution C6 (10mM Tris) and must be stored at -20° to -80°C to prevent degradation.
DNA can be eluted in TE without loss, but the EDTA may inhibit downstream reactions such as PCR and

automated sequencing. DNA may also be eluted with sterile DNA-Free PCR Grade Water (MO BIO
Catalog No. 17000-10).

Technical Information: Toll free 1-800-606-6246, or 1-760-929-9911 Email: technical@mobin.com
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Other Quality Products Available from MO BIO Laboratories, Inc.

Product Description Catalog No.
DNA Isclation Kits

UltraClean™ Soil DNA Isolation Kit (50 preps) 12800-50
UltraClean™ Mega Soil DNA Isolation Kit (10 preps) 12900-10
UltraClean-htp 96 Well Soil DNA Isclation Kit {4 x 96 preps) 12896-4
UltraClean” Fecal DNA Isolation Kit (50 preps) 12811-50
UltraClean” Microbial DNA Isolation Kit (50 preps) 12224-50
RNA Isolation Kits o
UltraClean™ Microbial RNA Isolation Kit (50 preps) 15800-50
DMA Purification Kits

Ultrall:lsan: 15 DMA Purification Kit (300 preps) 12100-300
UltraClean” GelSpin" DNA Extraction Kit (100 preps) 12400-100
UltraClean™ PCR Clean-Up Kit (100 preps) 12500-100

Contact Information

Phone MO EIO Laboratories, Inc. Toll Free 800-606-6246, or 760-929-9911

Email: technical@mobio.com
Fax: 760-929-0109

Mail: MO BIO Laboratories, Inc, 2746 Loker Ave West, Carlsbad, CA 92010

Ordering Information =
Direct: Phone MO BIO Laboratories, Inc. Toll Free 800-606-6246, or 760-929-9911

Email: orders@meobio.com
Fax: 760-929-0109

Mail: MO BIO Laboratories, Inc, 2746 Loker Ave West, Carlsbad, CA 92010

For the distributor nearest you, visit our web site at www.mobio.com/distributors

Technical Information: Toll free 1-800-606-6246, or 1-760-929-9911 Email: technical@mobio com
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