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DolZina besedila naj ne presega 6000 znakov z vklju¢enimi presledki. Rok
za oddajo zgodb je 1. junij 2026. NajboljSe zgodbe po mnenju strokovne
komisije bodo objavljene v Nedeljskem dnevniku. Za dodatne informacije
in podrobnosti o natedaju nam lahko piSete na elektronski naslov:
natecaj@nedeljski.si.
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Stevilne bioloske raziskave temeljijo
na zmoznosti natancnega dolocanja
razli¢nih v posameznem okolju Zivecih
bioloskih vrst. Z malce poenostavljanja
lahko vrste, ki Zivijo v dolocenem

okolju, oznac¢imo tudi z izrazom
biodiverziteta, torej raznolikost vrst.
Taksonomi oz. strokovnjaki za dolocanje
vrst veCinoma prepoznavajo organizme
po notranjih in zunanjih telesnih

znakih, vCasih pa tudi na podlagi
oglasSanja in vedenja.

SIBREZ TEZAV lo¢imo npr.

medveda od jeZa, a po dru-

gi strani je muh trepetavk

samo v Sloveniji okoli 300
vrst. Ve€ina ljudi jih ima za manj-
Se Cebele ali ose, saj razen peScice
strokovnjakov za vrste te skupine
vseh celo v svetovnem merilu ne
prepozna nihce. Metuljev imamo v
Sloveniji ve¢ kot 3600 vrst, vsak pri-
merek pa v Zivljenju Stirikrat spre-
meni svojo zunanjo podobo (jajcece,
gosenica, buba, metulj). Le dober
strokovnjak za razvrS€anje vrst oz.
taksonomijo zna dolociti vrsto me-
tulja ne glede na njegovo trenutno
razvojno fazo.

V Sloveniji je trenutno znanih vec
kot 25.000 vrst Zivali, ¢e jim doda-
mo Se glive in rastline, pa Stevilo
preseZe 30.000. Vsako leto jim pri-

Stejemo Se nekaj sto na novo odkri-
tih. V svetovnem merilu je trenutno
znanih Ze skoraj dva milijona vrst.
Skratka, ob taksni pestrosti Zivljenja
nih¢e ne bi mogel prepoznati vseh
vrst ne v Sloveniji, kaj Sele na sve-
tu. Tudi vrhunski strokovnjaki so
obicajno ‘doma’ le pri vrstah ene ali
dveh skupin, npr. pticah, hroscih,
polzih itd.

Proucevanje raznolikosti vrst oz.
biodiverzitete je pomembna naloga
biologov. S seznamom vseh vrst na
dolofenem obmocju lahko dolo¢imo
prevladujoCe razmere ter ocenimo
ogroZenost narave in izberemo mo-
rebitne ukrepe za varovanje okolja.
Pri takSnih raziskavah mora sodelo-
vati vsaj deset na samem podrocju
Zive¢ih strokovnjakov. V Sloveniji,
kjer vse skupine niti niso pokrite,

G Dolocanje vseh
vrst talnih
nevretencarjev v
takSnem vzorcu bi
bilo z obi¢ajnimi
metodami zelo
zamudno, s
pomocjo
metabarkodiranja
DNK pa ga
opravimo v enem
zamahu. (foto:
Davorin Tome)

31



ziuljenjeintehnika » april 2026 » BARKODIRANJE — SODOBNO DOLOCANJE RAZNOLIKOSTI VRST V OKOLJU

e
Muhe trepetavke

Zavecino od nas so muhe trepetavke ne podobnosti videti kot pomanjsane
(na fotografiji vrsta Sphaerophoria cebele ali ose, Ceprav sodijo v povsem
scripta) zaradi mimikrije oz. varoval-  drugo skupino ZuZelk. V Sloveniji Zivi
vsaj 300 vrst trepetavk in tudi strokov-
njaki jih z obi¢ajnim na¢inom doloca-
nja, torej po morfoloskih oz. telesnih
znakih, le s teZzavo loc¢ujejo. Muhe tre-
petavke so koristne, saj se prehranjuje-
jo s cvetnim prahom in tako oprasujejo
rastline. (foto: Davorin Tome)
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moramo vcéasih za pomoc€ prositi
poznavalce iz tujine. Zaradi tega ni
neobicajno, da raziskovanje Zivljenj-
ske raznolikosti kakSnega obmocja
traja tudi vec let.

V zadnjih desetletjih so za tovr-
stno raziskovanje razvili novo obe-
tavno metodo, s katero bomo morda
vse na doloenem obmocju Zivece vr-
ste lahko dolo¢ili v manj kot mesecu
dni, to pa bo lahko, vsaj teoreti¢no,
opravil le en ¢lovek. Metoda temelji
na doloc¢anju kratkih odsekov DNK
dolocenega gena ali genov, znacilnih
za posamezne vrste, in se imenuje
barkodiranje DNK (angl. DNA bar-
coding) (ZIT 2021/10, str, 34). Ime
se je prijelo, ker spominja na branje
¢rtnih kod izdelkov v trgovini.

» RAZVO] METODE

Leta 2003 je izSel prelomen ¢lanek
pri razvoju metode barkodiranja
DNK, ki jo je Paul Herbert z Univer-
sity of Guelph v Kanadi s sodelavci
opisal pod naslovom Dolocanje bi-
oloskih vrst s pomo¢jo DNK barkod
(angl. Biological identification thro-
ugh DNA barcodes). Metoda temelji
na predpostavki, da v vsaki vrsti
obstaja edinstven del dednega za-
pisa, ki se razlikuje od zapisa vseh
ostalih vrst. Z natanénim branjem in
prepoznavanjem baznih parov vtem
delu zapisa bi torej lahko zanesljivo
dolocili, kateri vrsti pripada. Ko so
analiti¢ne tehnike dosegle zadostno
stopnjo razvoja za rutinsko branje
dednega zapisa, je bilo treba le Se
najti ustrezen del DNK. Za Zivali so
ga pisci ¢lanka nasli v mitohondri-
jih, ki so v celicah med drugim za-
dolZeni za dihanje. Gre za Folmerje-
vo regijo, t. j. 658 baznih parov dolg
odsek DNK zapisa za gen citokrom ¢
oksidazo, podenota I (COI). Kasneje

se je izkazalo, da si s tem genom
vendarle ni mogoce pomagati pri
prav vseh organizmih, saj predvsem
pri barkodiranju rastlin in mikroor-
ganizmov pridejo v postev tudi drugi
deli DNK in celo RNK.

Tudi €e gen preberemo v celoti,
to za dolocanje vrste ne zadostuje.
Rezultati se morajo ujemati z zbra-
nimi podatki oz. z zapisi DNK raz-
liénih vrst v knjiZnici referencénih
sekvenc. Dve najvecji takSni prosto
dostopni knjiZnici dednih zapisov
sta GenBank in BOLD, ki trenutno
vsebujeta zaporedja DNK za vec¢ kot
1,6 milijona vrst s celega sveta. Ko
preberemo genski zapis primerka,
ki nas zanima, ga enostavno primer-
jamo z zapisi v knjiznici. Ce najde-
mo ujemajoc se zapis, smo dolocili
tudi ime vrste. TakSna reSitev je zelo
elegantna, saj nam prihrani dolgo-
trajno opazovanje skozi povecevalo
in primerjavo morfoloskih znakov
o0z. telesne zgradbe primerka, kar
je bilo véasih edini nacin za dolo-
canje vrste.

» NADGRADNJA METODE

Barkodiranje je zelo uporabno, a
njegove zmoznosti za hkratno do-

@ Klasicen nacin
nabiranja bioloskih
vzorcev na
travnikih je kecer
oz. lovljenje
nevretencarjev

z gosto mreZo. Na
ta nacin zajamemo
veliko Stevilo zelo
razliénih vrst.
(foto: Davorin
Tome)
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O Laboratorijska
analiza vzorcev za
metabarkodiranje
DNK poteka v

kar najcistejsih
prostorih in
zahteva visoko
natanénost. (foto:
Davorin Tome)
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loCanje Zivalskih in rastlinskih
vrst na posameznem podrocju so
Ze preseZene. Biologi pri zbiranju
organizmov z mreZami in pastmi
V enem samem Vzorcu zajamemo
nekaj deset ali celo ve¢ kot sto raz-
licnih vrst iz zelo raznolikih sku-
pin. Kot nadgradnjo barkodiranja
so zato raziskovalci razvili tehniko,
s katero je mogoce prebrati in ana-
lizirati klju¢ni odsek gena vseh vrst
hkrati brez predhodnega razvrsca-
nja vzorcev. Tako v enem koraku do-
bimo seznam vseh v vzorcu zajetih
vrst. Novo tehniko so poimenovali
metabarkodiranje DNK (angl. DNA
metabarcoding).

Koli¢ina delcev in ostankov or-
ganizmov v okolju, torej v gozdo-
vih, na travnikih, v jezerih, rekah,
naseljih, podzemnih jamah in tudi
v nasih Se tako skrbno o¢iscenih
domovih je presenetljivo visoka. Ti
delci, ki bodisi naravno odpadajo z
Zivih organizmov ali pa se tvorijo ob
razgradnji mrtvih, so véasih manjsi
od ene celice. Njihov dedni zapis se
ohranja dlje ¢asa, v izjemnih prime-
rih Se leta, v€asih tudi stoletja ali
tisoCletja, kar omogoca dolocanje
vrste, iz katere izvirajo. Tako lahko
z metabarkodiranjem razli¢ne v oko-

lju ZiveCe vrste dolo¢imo iz vzorcev,
ki ne vsebujejo Zivih ali prepoznav-
nih organizmov, pac pa le njihove
mikroskopsko majhne ostanke. To
metodo imenujemo analiza okolj-
ske DNK (angl. environmental DNA
ali e-DNA).

Voda v kozarcu, ki smo jo zajeli
v reki ali jezeru, je na videz sicer
povsem prozorna in Cista, vendar
vsebuje Stevilne organske delce tam
Zivecih vrst. Iz takSnih vzorcev je
mogocCe natancno dolociti vrste rib,
rakov in nevretencarjev, ki plavajo v
teh vodah. Tudi na cvetovih ostane
velika koli¢ina drobnih organskih
delcev, ki so se nabrali pri opraSe-
vanju. Za dolocanje seznama vrst
opraSevalcev tako ni ve¢ potrebno
vefdnevno ¢emenje na travnikih in
ro¢no beleZenje vrst ZuZelk in dru-
gih organizmov, ki letajo od cveta do
cveta in gomazijo po njih. Nekate-
ri raziskovalci poskuSajo skrajSati
tudi ¢as vzorCenja vrst na terenu
in namesto lovljenja ZuZelk z mre-
Zami preprosto poiséejo in naberejo
pajcevine ter iz njih doloc¢ajo DNK
vrst, ki so se ujele vanje.

Metoda barkodiranja omogoca
celo vpogled v pradavno raznolikost
vrst. Z najsodobnejSimi pristopi pri
pripravi vzorcev in njegove analize
je mozno doloéili vrste iz organskih
ostankov, ujetih v kar dva milijona
let starih nanosih oz. sedimentih.
Z raziskavami so tako med drugim
potrdili, da je bila Grenlandija pred
zadnjo ledeno dobo porascena z goz-
dom, dolo¢ili pa tudi tam prevladu-
joCe drevesne in Zivalske vrste. No,
poustvarjanja fantazijskega filma
Jurski park si zaenkrat tudi s temi
metodami ne moremo obetati. Dino-
zavri so izumrli pred 65 milijoni let,
to pa je predolgo za Se tako trdoZiv
dedni zapis.



» OPIS METODE

Postopek metabarkodiranja obicaj-
no vkljucuje vzorcenje, laboratorij-
ski del (izolacija oz. izlo¢anje DNK,
priprava sekven¢nih knjiZnic, se-
kvenciranje oz. doloCanje zaporedja)
ter bioinformacijsko obdelavo. Vzor-
Cenje poteka podobno kot pri obicaj-
nih preiskavah; primerke na doloce-
nem obmocju Zivecih vrst vzoréimo s
pastmi ali roéno z mreZami. Kljucna
razlika je v shranjevanju vzorcev.
Pri morfoloSkih preiskavah upora-
bljamo fiksative, torej sredstva, ki
¢im bolje ohranijo obliko in barvo
Zivali, pri molekularno-genetskih
analizah pa je najpomembnejsi kar
najbolje ohranjen genetski material.
V praksi vzorce najpogosteje hrani-
mo v etanolu. Da ustavimo celi¢ne
procese in omejimo delovanje mi-
kroorganizmov, mora biti konéna
koncentracija etanola vsaj 70-od-
stotna. To praviloma doseZemo tako,
da ocenjeni prostornini bioloSkega
vzorca dodamo pribliZno tri- do §ti-
rikratno koli¢ino 96-odstotnega eta-
nola. Tega po nekaj dneh v celoti
zamenjamo.

Pri metabarkodiranju dednega
zapisa ne izoliramo iz posameznih
osebkov. Namesto tega vzorec z vse-
mi vrstami temeljito homogenizira-
mo (razbijemo), nato pa izoliramo
DNK neposredno iz meSanega ho-
mogenata. Za razliko od obic¢ajnega
barkodiranja temelji metakarboni-
ranje, zaradi tehnoloskih omejitev
visokozmogljivih sekvencnih plat-
form, na kraj$ih odsekih DNK oz.
mini-barkodah. Pri Zivalih najpo-
gosteje analiziramo zacetni del
Folmerjeve regije gena COI ali eno
izmed hipervariabilnih regij gena
ribosomalne RNK (18S rRNK), od-
visno od ciljne skupine in Zelenega

ravnovesja med sploSno pokritostjo
in zmoZnostjo loevanja med vrsta-
mi. Izbrani odsek pomnoZimo v ve-
rizni reakciji s polimeraze (PCR),
nato pa ga primerjamo z zapisi v
knjiZnici referen¢nih sekvenc. Ker
je zvisoko zmogljivimi platformami
mogoce hkrati primerjati zaporedja
ve¢ milijonov odsekov DNK, lahko z
eno analizo obdelamo vec¢ sto vzor-
cev. Da jih med seboj lo¢imo, posa-
meznim vzorcem pripnemo kratka,
le zanje znacilna oligonukleotidna
zaporedja oz. indekse, s pomocjo
katerih jih lo¢imo med kasnejsSo
obdelavo.

Razen kvalitativnega doloCanja,
torej seznama zajetih vrst v vzorcu,
je mogoce rezultate metabarkodira-
nja ob upostevanju nekaterih ome-
jitev uporabiti tudi za kvantitativno
interpretacijo oz. dolocanje delezev
posameznih vrst v tem Zivljenjskem
okolju. Koli¢ina izmerjene DNK je
praviloma sorazmerna koli¢ini bi-
oloskega materiala (biomasi), ven-
dar na to razmerje vplivajo Stevil-
ni dejavniki, med drugim velikost
genoma oz. dednine, Stevilo kopij
tarcnega oznacevalca (markerja),
ucinkovitost ekstrakcije in pristran-
skosti pri PCR (pomnoZevanje DNK

® 1z zajetega

vzorca vode lahko z

metodo okoljske
analize DNK
dolo¢imo, katere
vrste Zivijo v

posameznem delu

jezera ali reke.
(foto: Davorin
Tome)
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nekaterih zaporedij je bolj u¢inko-
vito od drugih). Zato metabarko-
diranje praviloma omogoca le oce-
no sorazmerne koli¢ine oz. deleZa
posameznih vrst v vzorcu (angl.
relative abundance), medtem ko je
sklepanje na absolutne vrednosti
zahtevnejSe. Za takSne priblizke
moramo pri izolaciji vzorca dodati
npr. znano koli¢ino sintetiéne DNK
ali organizme z znano maso, ki se v
proucevanih Zivljenjskih okoljih ne
pojavljajo. Pri tem je kljucna tudi
globina sekvenciranja, ki jo obicaj-
no izrazamo s $tevilom odcitkov (se-
kvenc¢nih branj) na vzorec. Tipicne
vrednosti so priblizno od 60.000
do 100.000 od¢itkov, kar je odvi-
sno od raznolikosti (kompleksnosti)
vzorca.

DeleZ napak pri visokozmogljivih
platformah dosega pribliZzno 1 % na-
pacno vgrajenih osnovnih gradni-
kov DNK in RNK (nukleotidov). To je
v primerjavi z medvrstno gensko va-
riabilnostjo razmeroma veliko (geni
mitohondrijske DNK se med soro-
dnimi vrstami okvirno razlikujejo
od enega do treh odstotkov). Vpliv

Priprava vzorcev
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napak zelo zmanjSamo z ustrezno
globino sekvenciranja in skrbno
obdelavo, pri kateri je klju¢no od-
stranjevanje manj kakovostnih
od¢itkov. V nadaljevanju odcitke
razdruZimo po vzorcih na podlagi
indeksov, zdruzimo identi¢ne oz.
zelo podobna zaporedja (kar je od-
visno od izbranega pristopa) in jih
taksonomsko dolo¢imo na podlagi
ujemanja z referencnimi sekvenéni-
mibazami oz. primerjalnimi podat-
kovnimi zbirkami zaporedij. Kon¢ni
rezultat je tabela z zaznanimi takso-
ni (pogosto na ravni vrst, kadar to
omogocajo oznacevalci oz. marker-
ji in podatkovne zbirke) ter njihov
sorazmerni delez.

» V KORAK S CASOM

V Sloveniji s pomocjo metabarkodi-
ranja Ze vrsto let proucujemo najra-
zli¢nejSe Zivalske, rastlinske, glivne
bakterijske zdruZbe in tako gozdne,
travniske, vodne, jamske kot mor-
ske. Slovenski raziskovalci smo bili
med prvimi pri razvoju in uporabi
teh pristopov, zlasti pri proucevanju

Maxwell RSC 48 je samodejna naprava
za preciscevanje in izlocanje nuklein-
skih kislin (DNK in RNK) iz razli¢nih
vrst vzorcey, tudi tistih, ki vsebujejo
razlicne vrste nevretencarjev. Analize
te€ejo hitro, saj lahko z napravo hkrati
obdelamo tudi 48 vzorcev in v le nekaj
urah pridobimo DNK visoke kvalitete.
To je kljucno za zanesljivost rezulta-
tov pri metabarkodiranju, Se posebej
pri vrednotenju tudi v kvantitativhem
smislu. (foto: Davorin Tome)



morskega Zivalskega planktona. V
sodelovanju z italijanskimi razisko-
valnimi ustanovami smo z metabar-
kodiranjem nadgradili razumevanje
raznolikosti in razporejenosti (bio-
diverzitete in biogeografije) jadran-
skega Zivalskega planktona. Pri tem
se je pokazalo, da je ta metoda upo-
rabna tudi za pregled drstitvenih ob-
moCcij trZno pomembnih ribjih vrst
ter za zaznavanje tujerodnih vrst v
Zivalskem planktonu.

Tudi na Nacionalnem institutu
za biologijo uspesSno sledimo in
razvijamo nove metode dolocanja
vrst. Kljub temu, da si pri doloca-
nju vrst Se vedno pomagamo tudi
s starejSimi metodami, torej po te-
lesnih znacilnostih primerkov, vse
pogosteje posegamo tudi po barko-
diranju. V okviru sodelovanja Slo-
venije in HrvaSke v projektu CarEx
evropskega sklada Interreg proucu-
jemo suhe travnike in i§¢emo na-
Cine gospodarjenja, s katerimi bi
ob neokrnjeni donosnosti travinja
ohranjali tam Zivece rastlinske in
Zivalske vrste. Pri tem je pomem-
ben dejavnik izbira najboljSega Casa
ko3nje. Ce travnik pokosimo pre-
pozno, je krma manj hranljiva za
domace Zivali, prezgodnja koSnja
pa negativno vpliva na tam Zivece
vrste. Ce bi za dolo¢anje vrst upo-
rabljali le klasi¢no metodo, torej
na morfologiji oz. telesnih znakih
temeljeCo analizo nevretencarjev
na travnikih, bi v omejenem c¢a-
sovnem okviru projekta lahko do-
locili le prisotnost vrst posamezne
skupine, npr. metuljev ali kobilic.
Metoda metabarkodiranja DNK pa
omogoca popoln pregled nad vsemi
tam Zive¢imi vrstami in to tako pred
kosnjo kot takoj po njej, pa tudi me-
sec ali dva kasneje, ko se travniki ze
obnavljajo.
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