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A B S T R A C T 

C o r r e c t i d e n t i f i c a t i o n o f t h e s p e c i e s i s o n e o f t h e m o s t c r u c i a l s t e p s i n f o r e n s i c 

e n t o m o l o g y . W h i l e m o r p h o l o g i c a l i d e n t i f i c a t i o n c a n b e p e r f o r m e d , i t h a s a h i g h 

m a r g i n o f e r r o r , t h e r e f o r e m a k i n g i t a n o n - r e l i a b l e s o u r c e o f i n f o r m a t i o n i n f o r e n s i c 

r e s e a r c h . M o l e c u l a r i d e n t i f i c a t i o n b a s e d o n D N A h a s p r o v e n t o b e a s i g n i f i c a n t l y 

m o r e a c c u r a t e m e t h o d a n d i s t h e p r e f e r r e d w a y o f i d e n t i f y i n g i n s e c t s f o u n d o n 

r e m a i n s . T h e m e t h o d s o f o b t a i n i n g t h e D N A v a r y i n q u a l i t y o f t h e r e s u l t s , p r i c e a n d 

ea se o f h a n d l i n g . I n t h i s r e s e a r c h , t h r e e d i f f e r e n t m e t h o d s o f e x t r a c t i o n s w e r e 

p e r f o r m e d a n d a s s e s s e d . T h e D N A w a s i s o l a t e d f r o m p r e v i o u s l y c o l l e c t e d a n d b r e d 

s p e c i m e n s o f Thanatophilus sinuatus ( F a b r i c i u s , 1 7 7 5 ) a n d t h e s p e c i m e n s w e r e 

s t o r e d i n 9 6 % E t O H . T w o o f t h e a s s e s s e d m e t h o d s o f e x t r a c t i o n w e r e c o m m e r c i a l l y 

a v a i l a b l e e x t r a c t i o n k i t s : D N e a s y B l o o d & T i s s u e K i t ( Q i a g e n ) , N u c l e o S p i n D N A 

I n s e c t ( M a c h e r e y - N a g e l ) , a n d t h e t h i r d m e t h o d u s e d w a s d i r e c t P C R . T h r e e d i f f e r e n t 

t i s s u e a m o u n t s w e r e a l s o a s s e s s e d t h r o u g h o u t a l l t h r e e e x t r a c t i o n m e t h o d s : 1 l e g , 2 

l e g s a n d 3 l e g s . T h e a m o u n t s i s o l a t e d w e r e t h e n m e a s u r e d u s i n g N a n o D r o p 1 0 0 0 U V 

V i s i b l e S p e c t r o p h o t o m e t e r a n d b y Q u b i t 4 F l u o r o m e t e r . T h e e x t r a c t e d D N A w a s 

f o l l o w e d b y t h e a m p l i f i c a t i o n o f t h e C y t o c h r o m e o x i d a s e s u b u n i t I ( C O I ) u s i n g t h e 

f o r w a r d a n d r e v e r s e p r i m e r s e q u e n c e s . O b t a i n e d s e q u e n c e s w e r e t h e n v i s u a l i z e d 

u s i n g t h e s o f t w a r e C h r o m a s 2 . 6 . 6 . a n d b l a s t e d a g a i n s t G e n B a n k 

( h t t p : / / w w w . n c b i . n l m . n i h . g o v / g e n b a n k / ) . T h e r e s u l t s s h o w e d t h a t a l l t h r e e m e t h o d s 

h a d a s a t i s f a c t o r y p e r f o r m a n c e i n t e r m s o f o b t a i n i n g t h e d e s i r e d s e q u e n c e . T h e 

N u c l e o S p i n D N A I n s e c t K i t h a s s h o w n t h e b e s t p e r f o r m a n c e i n a l l t h e a s s e s s e d 

p a r a m e t e r s , b u t t h e p r i c e p e r s a m p l e a n d t h e r e q u i r e m e n t o f o w n i n g n o t s o 

c o m m o n l y u s e d l a b o r a t o r y e q u i p m e n t h a d t o b e t a k e n i n t o a c c o u n t . T h e d i r e c t P C R 

m e t h o d h a d t h e l o w e s t s u c c e s s r a t e , a l t h o u g h t h e p r i c e a n d h a n d l i n g t i m e p r e s e n t e d 

as a s i g n i f i c a n t a d v a n t a g e . T h i s r e s e a r c h s u g g e s t s t h a t , i n t h e f i e l d o f f o r e n s i c 

e n t o m o l o g y w h e r e p r e c i s i o n i s o f t h e u t m o s t i m p o r t a n c e , t h e N u c l e o S p i n D N A 

I n s e c t K i t w o u l d b e t h e b e s t e x t r a c t i o n m e t h o d , w h i l e d i r e c t P C R m e t h o d c o u l d b e 

u s e d i n s i t u a t i o n s w h e r e t h e a m o u n t o f s a m p l e s i s h i g h a n d t h e a v a i l a b l e f u n d s a r e 

l o w . 

K e y w o r d s : C o l e o p t e r a , S i l p h i n a e , Thanatophilus sinuatus, F o r e n s i c E n t o m o l o g y , 

D N A e x t r a c t i o n , e x t r a c t i o n k i t s , P C R 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/


A B S T R A K T 

Správná i d e n t i f i k a c e d r u h u j e jedním z n e j důležitějších kroků v o b l a s t i forenzní 

e n t o m o l o g i e . Morfologická i d e n t i f i k a c e může mít v y s o k o u míru c h y b o v o s t i , což z 

může činit nespolehlivý z d r o j informací v o b l a s t i forenzního výzkumu. Molekulární 

i d e n t i f i k a c e založená n a D N A se ukázala j a k o značně přesnější m e t o d a a j e 

preferovaným způsobem i d e n t i f i k a c e h m y z u nalezeného n a pozůstatcích. M e t o d y 

získávání D N A se liší k v a l i t o u výsledků, c e n o u a snadností provedení. V této s t u d i i 

b y l y p r o v e d e n y a h o d n o c e n y tři různé m e t o d y e x t r a k c e . D N A b y l a izolována z dříve 

sbíraných a odchovaných exemplářů d r u h u T h a n a t o p h i l u s s i n u a t u s ( F a b r i c i u s , 1 7 7 5 ) , 

které b y l y uloženy v 9 6 % E t O H . Dvě z hodnocených m e t o d e x t r a k c e b y l y komerčně 

dostupné extrakční k i l y : D N e a s y B l o o d & T i s s u e K i t ( Q i a g e n ) , N u c l e o S p i n D N A 

I n s e c t ( M a c h e r e y - N a g e l ) , třetí použitá m e t o d a b y l a m e t o d a přímé P C R . Tři různé 

množství tkáně b y l y h o d n o c e n y v rámci všech tří m e t o d e x t r a k c e : 1 n o h a , 2 n o h y a 3 

n o h y . Izolované množství b y l o poté měřeno pomocí s p e k t r o f o t o m e t r u N a n o D r o p 

1 0 0 0 U V V i s i b l e a f l u o r o m e t r u Q u b i t 4 . Extrahovaná D N A b y l a následována 

amplifikací C y t o c h r o m e o x i d a s e s u b u n i t I ( C O I ) a sekvenováním o b l a s t i C O I . 

Získané s e k v e n c e b y l y poté vizualizovány pomocí s o f t w a r u C h r o m a s 2 . 6 . 6 . a 

vyhledány v databázi G e n B a n k ( h t t p : / / w w w . n c b i . n l m . n i h . g o v / g e n b a n k / ) . Výsledky 

ukázaly, že všechny tři m e t o d y v e d l y k p r o d u k c i fragmentů k a m p l i f i k a c i C O I . K i t 

N u c l e o S p i n D N A I n s e c t prokázal nejlepší výkon v e všech hodnocených p a r a m e t r e c h 

c e n a n a v z o r e k a požadavek n a přístup k někdy n e t a k často používaného 

laboratornímu vybavení). M e t o d a přímé P C R měla nejnižší úspěšnost, i když c e n a a 

d o b a m a n i p u l a c e představovaly významnou výhodu. T a t o s t u d i e naznačuje, že v 

o b l a s t i forenzní e n t o m o l o g i e , k d e j e přesnost nanejvýš důležitá, N u c l e o S p i n D N A 

I n s e c t K i t b y l nejlepší m e t o d o u e x t r a k c e , zatímco m e t o d u přímého P C R b y b y l o 

možné použít v situacích, k d y j e vysoký počet vzorků a j s o u omezené finanční 

prostředky. 

Klíčová s l o v a : C o l e o p t e r a , S i l p h i n a e , T h a n a t o p h i l u s s i n u a t u s , soudní e n t o m o l o g i e , 

e x t r a k c e D N A , extrakční k i l y , P C R . 
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1. Introduction and objectives 

1.1 Introduction 

E x t r a c t i o n o f D N A i s o f t e n a c r u c i a l s t e p i n s p e c i e s i d e n t i f i c a t i o n , e s p e c i a l l y i n c a se s 

w h e r e t h e s p e c i e s p o s s e s s e s a m u l t i t u d e o f i m m a t u r e f o r m s , m a k i n g t h e v i s u a l 

r e c o g n i t i o n b a s e d o n s p e c i e s s p e c i f i c m o r p h o l o g i c a l c h a r a c t e r i s t i c s c h a l l e n g i n g . I n 

f o r e n s i c e n t o m o l o g y , t h e s p e c i e s r e c o g n i t i o n p l a y s a s i g n i f i c a n t r o l e i n p r o v i d i n g 

i n f o r m a t i o n a b o u t t h e t i m e o f d e a t h a n d c o n d i t i o n s i n w h i c h t h e b o d y w a s s t o r e d . 

W h e n u s i n g a r t h r o p o d s p e c i m e n i n d e a t h i n v e s t i g a t i o n s , t h e f i r s t a n d m o s t c r u c i a l 

s t ep i s a c c u r a t e s p e c i e s i d e n t i f i c a t i o n ( J o s e p h e t a l . , 2 0 1 1 ) . T h i s , h o w e v e r , m a y p o s e 

a m a j o r p r o b l e m i f e n t o m o l o g i s t s a r e c o n f r o n t e d w i t h l a r g e a m o u n t s o f p a r t i a l 

a r t h r o p o d r e m a i n s s u c h as e x u v i a e , l i m b s , a n d u n i d e n t i f i e d a r t h r o p o d b i o m a s s 

h o w e v e r , m o l e c u l a r m e t h o d s s u c h as p o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n ( P C R ) a n d 

c o n s e q u e n t s e q u e n c i n g c a n p r o v i d e f u r t h e r i n s i g h t i n t o t h e s p e c i e s i d e n t i f i c a t i o n 

( C h i m e n o e t a l , 2 0 1 8 ) . 

T h e p r o c e s s o f D N A e x t r a c t i o n h a s b e e n s i g n i f i c a n t l y s i m p l i f i e d w i t h t h e u s e o f 

c o m m e r c i a l l y a v a i l a b l e D N A e x t r a c t i o n k i t s , a l t h o u g h t h e q u a l i t y o f t h e k i t s v a r i e s 

as w e l l as t h e r a n g e o f p r i c e p e r s a m p l e . I n t h i s r e s e a r c h , t h e p e r f o r m a n c e s o f t w o 

d i f f e r e n t c o m m e r c i a l l y a v a i l a b l e k i t s : D N e a s y B l o o d & T i s s u e K i t ( Q i a g e n ) a n d 

N u c l e o S p i n D N A I n s e c t ( M a c h e r e y - N a g e l ) , a n d d i r e c t P C R m e t h o d w e r e c o m p a r e d 

i n u s e f o r s p e c i e s d e l i m i t a t i o n . A l o n g s i d e t h e c o m p a r i s o n b e t w e e n t h e t h r e e m e t h o d s 

s e p a r a t e l y , t h r e e d i f f e r e n t t i s s u e a m o u n t s w e r e d e f i n e d a n d u s e d f o r e a c h m e t h o d i n 

o r d e r t o a n a l y z e t h e i m p a c t o f t h e a m o u n t o f t i s s u e p r o c e s s e d o n t h e r e s u l t s o f t h e 

D N A e x t r a c t i o n . 
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1.2 Objectives 

T h i s r e s e a r c h p r i m a r i l y f o c u s e s o n t h e c o m p a r a t i v e q u a l i t a t i v e a n a l y s i s o f t h e t h r e e 

d i f f e r e n t m e t h o d s o f D N A f r o m a c a r r i o n b e e t l e Thanatophilus sinuatus ( F a b r i c i u s , 

1 7 7 5 ) , i n t h e c o n t e x t o f f o r e n s i c e n t o m o l o g y . T h e r e f o r e , t h e a n a l y s i s o f t h e o b t a i n e d 

d a t a i s d o n e w i t h n o t o n l y t h e p r i c e a n d h a n d l i n g t i m e i n m i n d , b u t a l s o t h e q u a l i t y o f 

t h e y i e l d f r o m t h e t e s t e d e x t r a c t i o n m e t h o d a n d t h e a b i l i t y t o u s e t h e m a t e r i a l f o r 

f u r t h e r t e s t i n g . T h e a i m o f t h e s t u d y i s t o p r o v i d e a c o m p r e h e n s i v e o v e r v i e w o f a l l o f 

t h e u s e d m e t h o d s a n d s c a l e t h e m b a s e d o n t h e o b s e r v e d p a r a m e t e r s . 
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2. Literature review 

2.1 Species studied 

T h e m o d e l s p e c i e s i n t h i s r e s e a r c h i s Thanatophilus sinuatus ( F a b r i c i u s , 1 7 7 5 ) 

( C o l e o p t e r a : S i l p h i n a e ) . 

G e n u s Thanatophilus ( L e a c h , 1 8 1 5 ) b e l o n g s t o t h e f a m i l y S i l p h i n a e a n d c o n t a i n s 2 3 

d e s c r i b e d v a l i d s p e c i e s (Růžička e t a l . , 2 0 1 5 ; A n d e r s o n e t a l . , 1 9 8 5 ; N a v a r e t t e -

H e r e d i a , 2 0 0 9 ) . M o s t o f t h e s e s p e c i e s o c c u r i n t h e N o r t h e r n H e m i s p h e r e ( H o l a r c t i c 

d i s t r i b u t i o n ) . T h e m e m b e r s o f t h e g e n u s d o n ' t o n l y s h a r e t h e g e n e r a l m o r p h o l o g i c a l 

c h a r a c t e r i s t i c s , b u t a l s o h a v e a v e r y s i m i l a r e c o l o g y . E a c h o f t h e k n o w n s p e c i e s a r e 

n e c r o p h a g o u s i n a l l a c t i v e s t a g e s o f d e v e l o p m e n t , b o t h as l a r v a e a n d as a d u l t s , a n d 

t h e y a p p e a r o n c a r r i o n s o f l a r g e v e r t e b r a t e s , m o s t c o m m o n l y o v e r t h e s i z e o f 3 0 0 g , 

i n c l u d i n g h u m a n s ( M i d g l e y & V i l l e t , 2 0 0 9 ) . T h e y t e n d t o p r e f e r e a r l y o r m i d - s t a g e s 

o f d e c o m p o s i t i o n a n d c a n b e g i n t h e b r e e d i n g p r o c e s s w i t h i n t h e f i r s t 2 4 h a f t e r d e a t h , 

m a k i n g t h e m d i r e c t c o m p e t i t o r s w i t h f l i e s ( D i p t e r a ) f o r f o o d r e s o u r c e s ( M i d g l e y & 

V i l l e t , 2 0 0 9 ; P e c k , 1 9 9 0 ; S i k e s , 2 0 0 5 ; P a y n e , 1 9 6 5 ; A n d e r s o n , 1 9 8 2 ) . T h e s e f e a t u r e s 

m a k e t h e m a v e r y p r o m i s i n g g r o u p o f b e e t l e s t h a t c o u l d b e u s e d as b i o i n d i c a t o r s i n 

t h e f i e l d o f f o r e n s i c e n t o m o l o g y ( J a k u b e c e t a l . , 2 0 1 9 ) . 

N e c r o p h a g o u s b e e t l e s a r e a u s e f u l e c o l o g i c a l g r o u p o f i n s e c t s i n t h e f i e l d o f f o r e n s i c 

e n t o m o l o g y ( R i d g e w a y e t a l . , 2 0 1 4 ; C h a r a b i d z e e t a l . , 2 0 1 6 ; M i d g l e y e t a l , 2 0 1 0 ) . I n 

m a n y ca se s , t h e y c a n p r o v i d e t h e e s t i m a t e s o f t h e p o s t m o r t e m c o l o n i z a t i o n o n r e m a i n s 

a n d t h e p o s t m o r t e m i n t e r v a l ( P M I ) as a c c u r a t e as o t h e r g r o u p s o f i n s e c t s ( e . g . , 

b l o w f l i e s ( C a l l i p h o r i d a e ) ) ( W a t s o n & C a r l t o n , 2 0 0 5 ; M i d g l e y e t a l , 2 0 1 0 ) . W h i l e t h e 

l i s t o f p o t e n t i a l l y f o r e n s i c a l l y u s e f u l n e c r o p h a g o u s b e e t l e s i s l o n g , o n l y f r a c t i o n o f 

t h e m c a n b e s u c c e s s f u l l y u s e d as t h e r e i s a l a c k o f t h e n e c e s s a r y b a s i c i n f o r m a t i o n 

a b o u t t h e i r m o r p h o l o g y , i n p a r t i c u l a r s p e c i e s a n d i n s t a r i d e n t i f i c a t i o n , a n d b i o l o g y , 

p r i m a r i l y t h e r m a l s u m m a t i o n m o d e l s ( J a k u b e c e t a l . , 2 0 1 9 ) . 

T. sinuatus i s o n e o f t h e m o s t a b u n d a n t a n d w i d e s p r e a d s p e c i e s o f t h e g e n u s 

Thanatophilus ( M o n t o y a - M o l i n a e t a l . , 2 0 2 0 ) . I t h a s a v e r y w i d e t r a n s - P a l e a r c t i c 

d i s t r i b u t i o n , c o m m o n l y o c c u r r i n g i n E u r o p e , A s i a , a n d N o r t h A f r i c a (Růžička e t a l . , 

2 0 1 5 ; J a k u b e c & Růžička, 2 0 1 2 ) . 
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T. sinuatus h a s a h i g h f o r e n s i c i m p o r t a n c e . B o t h a d u l t a n d l a r v a e s p e c i m e n s w e r e 

n o t e d o n 1 3 . 2 7 % ( 2 6 o u t o f 1 9 6 ) o f h u m a n r e m a i n s b y f o r e n s i c e n t o m o l o g i s t s i n t h e 

C z e c h R e p u b l i c ( J a k u b e c & Růžička, 2 0 1 2 ) . I t h a s a l s o b e e n r e p o r t e d t h a t i n d i v i d u a l s 

o f t h e s p e c i e s o c c a s i o n a l l y r e p l a c e b l o w f l i e s ( D i p t e r a ) , w h i c h i s o n e t h e c r u c i a l g r o u p s 

i n f o r e n s i c e n t o m o l o g y , d u r i n g t h e c o l d e r p a r t s o f t h e y e a r ( B o n a c c i e t a l . , 2 0 1 1 ) . 

F e m a l e s a r e s e m e l p a r o u s a n d s h o w n o p a r e n t a l c a r e f o r t h e i r o f f s p r i n g . T h e e g g s a r e 

t y p i c a l l y l a i d i n o r o n t h e s o i l a r o u n d l a r g e v e r t e b r a t e c a r c a s s e s ( S i k e s , 2 0 0 5 ; I k e d a e t 

a l . , 2 0 0 8 ) . E g g s t y p i c a l l y h a t c h i n 4 - 5 d a y s a n d l a r v a e f e e d o n c a r r i o n r e m a i n s 

( A n d e r s o n , 1 9 8 2 ) . 

T h e r e - d e s c r i p t i o n o f t h e l a r v a l s t a g e s w a s d o n e b y J a k u b e c e t a l . ( 2 0 1 9 ) . T h e n e e d f o r 

t h e t h o r o u g h r e - d e s c r i p t i o n c a m e f r o m t h e f a c t t h a t T. sinuatus o f t e n c o - o c c u r s w i t h 

T. rugosus ( J a k u b e c & Růžička, 2 0 1 5 ; F r ^ t c z a k - L a g i e w s k a & M a t u s z e w s k i , 2 0 1 8 ) . I t 

h a s p r o v e n v e r y d i f f i c u l t t o s e p a r a t e t h e s e t w o s p e c i e s m o r p h o l o g i c a l l y i n t h e e a r l i e r 

l a r v a l s t a g e s ( V o n L e n g e r k e n , 1 9 2 9 ) . O n l y t h e t h i r d i n s t a r c a n b e d e f i n i t i v e l y 

i d e n t i f i e d t o t h e s p e c i e s l e v e l ( N o v a k e t a l . , 2 0 1 8 ; F r ^ t c z a k - L a g i e w s k a & 

M a t u s z e w s k i , 2 0 1 8 ) . E v e n t h o u g h t h e t w o s p e c i e s p o s s e s s m a n y s i m i l a r i t i e s , i t i s 

g e n e r a l l y n o t s a f e t o a s s u m e t h a t t h e i n f o r m a t i o n t h e y p r o v i d e i s i n t e r c h a n g e a b l e 

( J a k u b e c e t a l . , 2 0 1 9 ) . 

F i g u r e 1 . ( a ) F e m a l e T. sinuatus. ( b ) D e t a i l s o f t h e e l y t r a o f m a l e T. sinuatus. ( P o t r e v i n , 1 9 2 6 ) 

a o 
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2 . 2 Forensic entomology 

2 . 2 . 1 Definitions and applications of forensic entomology 

F o r e n s i c e n t o m o l o g y i s m o s t c o m m o n l y d e f i n e d as t h e a n a l y s i s o f i n s e c t e v i d e n c e f o r 

f o r e n s i c a n d l e g a l p u r p o s e s ( A m e n d t e t a l . , 2 0 0 7 ) . T h e m o s t i m p o r t a n t a n d f r e q u e n t l y 

r e q u e s t e d t a s k o f t h i s f i e l d l i e s i n t h e e s t i m a t i o n o f t h e m i n i m u m t i m e s i n c e d e a t h ( a l s o 

c a l l e d p o s t - m o r t e m i n t e r v a l ( P M I ) ) ( C a t t s , 1 9 9 2 ) . 

T h e r e c e n t l y d e v i s e d t e c h n i q u e s a l l o w f o r e n s i c e n t o m o l o g i s t s t o c o l l e c t e v i d e n c e t h a t 

c a n p r o v i d e i m p o r t a n t i n f o r m a t i o n i n d e a t h i n v e s t i g a t i o n s a n d a n s w e r q u e s t i o n s 

r e g a r d i n g m o v e m e n t a n d s t o r a g e o f t h e r e m a i n s a f t e r d e a t h , t i m e o f i n j u r y , t r a u m a s i t e 

i d e n t i f i c a t i o n , u s e o f d r u g s a n d o t h e r s , c o n n e c t i n g s u s p e c t s t o s c e n e s o f c r i m e s a n d 

t h e i r f u r t h e r i d e n t i f i c a t i o n ( C a m p o b a s s o & I n t r o n a , 2 0 0 1 ) . I t i s a l s o p o s s i b l e t o 

c o n f i r m t h e p e r i o d o f n e g l e c t o f l i v i n g h u m a n s o r a n i m a l s b y a n a l y z i n g a n d i d e n t i f y i n g 

t h e i n s e c t s r e c o v e r e d f r o m i n f e s t e d w o u n d s ( m i a s i s ) ( A m e n d t e t a l . , 2 0 1 1 ) . 

A s m e n t i o n e d , o n e o f t h e m o s t i m p o r t a n t t a s k s w i t h i n f o r e n s i c s c i e n c e s i s e s t i m a t i n g 

t h e p o s t m o r t e m i n t e r v a l ( P M I ) o f a d e c e a s e d i n d i v i d u a l (Alibegovič, 2 0 1 4 ) . P M I i s , 

i n t h e s i m p l e s t o f t e r m s , t h e p e r i o d b e t w e e n t h e o c c u r r e n c e o f d e a t h a n d t h e d i s c o v e r y 

o f t h e r e m a i n s ( B y r d e t a l . , 2 0 0 9 ) . I n f o r e n s i c e n t o m o l o g y , t h i s t e r m r e l i e s o n t h e 

a s s u m p t i o n t h a t i n s e c t s w h i c h a r e t y p i c a l l y a s s o c i a t e d w i t h d e c o m p o s i n g r e m a i n s 

a p p e a r o n t h e b o d y v e r y s h o r t l y a f t e r d e a t h ( M o r r i s e t a l . , 2 0 0 5 ) . 

W h i l e n u m e r o u s m e d i c a l t e c h n i q u e s e x i s t f o r m a k i n g t h i s t y p e s o f e s t i m a t i o n s , 

p a r t i c u l a r l y i n t h e f i e l d o f p a t h o l o g y , t h o s e a r e u s u a l l y o n l y a p p l i c a b l e i n t h e f i r s t 7 2 

h o u r s a f t e r d e a t h , m a i n l y b e c a u s e o f t h e d e t e r i o r a t i o n o f t h e c o n d i t i o n s n e e d e d f o r 

t h o s e a n a l y s i s d u e t o t h e o n g o i n g d e c o m p o s i t i o n o f t h e b o d y ( A m e n d t e t a l . , 2 0 1 3 ) . 

T h e r e f o r e , w h e n d e a l i n g w i t h c a se s w h e r e t h e b o d y i s f o u n d i n m o r e a d v a n c e d s t a g e s 

o f d e c o m p o s i t i o n , o t h e r f i e l d s o f e x p e r t i s e a r e n e c e s s a r y f o r p r o v i d i n g c l a r i f i c a t i o n , 

w h i c h i s w h e r e f o r e n s i c e n t o m o l o g y r e p r e s e n t s a s i g n i f i c a n t s o u r c e o f i n f o r m a t i o n , 

a s s u m i n g t h a t t h e c o l o n i z a t i o n i s p o s s i b l e a n d n o t p r e v e n t e d b y l i m i t i n g f a c t o r s , s u c h 

as c o l d w e a t h e r . S i n c e t h e c o l o n i z a t i o n o f t h e r e m a i n s b y a r t h r o p o d s p e c i e s i s a s s u m e d 

t o c o i n c i d e w i t h t h e b e g i n n i n g o f t h e i n i t i a l s t a g e s o f d e c o m p o s i t i o n , w h i c h o c c u r s 

i m m e d i a t e l y a f t e r d e a t h , f o r e n s i c e n t o m o l o g i s t s a r e a b l e t o e s t i m a t e t h e P M I , a l s o 

c u r r e n t l y k n o w n as t i m e o f c o l o n i z a t i o n ( T o C ) b y a n a l y z i n g t h e a r t h r o p o d s a m p l e s 

t a k e n f r o m t h e d e c o m p o s i n g r e m a i n s ( G e n n a r d , 2 0 0 7 ) . 
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2 . 2 . 2 Importance of extracting DNA in forensic entomology 

G e n e r a l l y , w h e n u s i n g a r t h r o p o d s p e c i m e n i n d e a t h i n v e s t i g a t i o n s , t h e f i r s t a n d m o s t 

c r u c i a l s t e p i s a c c u r a t e s p e c i e s i d e n t i f i c a t i o n ( J o s e p h e t a l . , 2 0 1 1 ) . T h i s , h o w e v e r , 

m a y p o s e a m a j o r p r o b l e m i f e n t o m o l o g i s t s a r e c o n f r o n t e d w i t h l a r g e a m o u n t s o f 

p a r t i a l a r t h r o p o d r e m a i n s s u c h as e x u v i a e , l i m b s , a n d u n i d e n t i f i e d a r t h r o p o d b i o m a s s 

( C h i m e n o e t a l . , 2 0 1 8 ) . E v e n i n t a c t s p e c i m e n s p o s e a l a r g e b u r d e n w h e n w a n t i n g t o 

a p p l y m o r p h o l o g i c a l m e t h o d s , as e g g s , e a r l y l a r v a l s t a g e s , a n d s o m e t i m e s e v e n l a t e r 

s t ages o f m a n y d i f f e r e n t s p e c i e s s h a r e s i m i l a r f e a t u r e s m a k i n g i t c l o s e t o i m p o s s i b l e 

i n c e r t a i n g r o u p s , e v e n f o r a s p e c i a l i z e d t a x o n o m i s t , t o d i s t i n g u i s h b e t w e e n t h e m 

b a s e d o n m o r p h o l o g y a l o n e ( A m e n d t e t a l . , 2 0 1 3 ) . 

M o l e c u l a r i d e n t i f i c a t i o n o f i n s e c t s f e e d i n g o n c o r p s e s c a n b e a n i m p o r t a n t t e c h n i q u e 

i n s p e c i e s d e t e r m i n a t i o n , p a r t i c u l a r l y i f t h e i n d e t e r m i n a t e l a r v a l s p e c i e s a r e 

r e c o v e r e d a t a c r i m e s c e n e . I n c a s e w o r k , t h e l i f e s t a g e s c o l l e c t e d f r o m a c o r p s e a r e 

r e a r e d t o t h e a d u l t s t a g e i n o r d e r t o i d e n t i f y t h e s p e c i e s u s i n g m o r p h o l o g y ( G e n n a r d , 

2 0 1 2 ) . A d d i t i o n a l l y , t h e s p e c i e s s p e c i f i c t h e r m a l s u m m a t i o n m o d e l s f o r c a l c u l a t i o n 

o f P M I c a n b e a p p l i e d o n a d u l t i n d i v i d u a l s . T h e s e m o d e l s a r e g e n e r a l l y m o r e p r e c i s e 

t h e n s p e c i e s s p e c i f i c I s o m e g a l e n o r I s o m o r p h e n d i a g r a m s t h a t a r e u s e d t o e s t i m a t e 

P M i b a s e d o n s i z e o f t h e l a r v a e a l o n e ( R i c h a r d s e t a l . , 2 0 0 8 ) . I d e n t i f i c a t i o n b a s e d o n 

m o r p h o l o g y i s a s l o w a n d o f t e n u n s u c c e s s f u l p r o c e s s , s o u s i n g m o l e c u l a r m e t h o d s , 

a l o n g s i d e m o r p h o l o g i c a l i d e n t i f i c a t i o n , m a y , o n o c c a s i o n , b e a m o r e r a p i d a n d 

a c c u r a t e w a y o f p r o v i d i n g t h e b a s i s f o r d e t e r m i n i n g t h e P M I . I n a l l i n s t a n c e s , 

s p e c i m e n s f o r m o l e c u l a r a n a l y s i s s h o u l d b e k i l l e d a n d s t o r e d a p p r o p r i a t e l y a n d a n y 

p o s s i b i l i t y o f c o n t a m i n a t i o n m i n i m i z e d ( G e n n a r d , 2 0 1 2 ) . 
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2.3 DNA extraction 

2.3.1 Mechanism of DNA extraction 

D e o x y r i b o n u c l e i c a c i d ( D N A ) e x t r a c t i o n , a l s o k n o w n as i s o l a t i o n , i s t h e p r o c e s s b y 

w h i c h D N A i s s e p a r a t e d f r o m p r o t e i n s , m e m b r a n e s , a n d o t h e r c e l l u l a r m a t e r i a l 

c o n t a i n e d i n t h e c e l l f r o m w h i c h i t i s r e c o v e r e d ( E l k i n s , 2 0 1 3 ) . T h e p r o c e s s o f D N A 

e x t r a c t i o n i s n o t a n o v e l t y , as t h e e a r l i e s t D N A e x t r a c t i o n s d a t e s b a c k t o t h e 1 9 t h 

c e n t u r y , w h e n F r e d r i c h M i e s c h e r p e r f o r m e d t h e f i r s t r e c o r d e d D N A e x t r a c t i o n . T h i s 

e x t r a c t i o n w a s p e r f o r m e d i n 1 8 6 9 d u r i n g h i s s t u d y o f c e l l u l a r f u n c t i o n o f l e u c o c y t e s 

( D a h m , 2 0 0 5 ) . 

E x t r a c t i o n i s f r e q u e n t l y o n e o f t h e m o s t l a b o r - i n t e n s i v e s t e p s o f D N A a n a l y s i s . 

E x t r a c t i o n m e t h o d s s o m e t i m e s r e q u i r e a n o v e r n i g h t i n c u b a t i o n ( i n t h e s e c o n d s t e p F i g . 

x y ) , a l t h o u g h p r o t o c o l s t h a t c a n b e c o m p l e t e d i n m i n u t e s o r a c o u p l e o f h o u r s d o e x i s t , 

a l o n g s i d e s o m e r e c e n t p r o c e d u r e s t h a t u s e r e a g e n t s w h i c h a l l o w t h i s s t e p t o b e s k i p p e d 

c o m p l e t e l y . ( E l k i n s , 2 0 1 3 ) . 

B e c a u s e o f t h e l i p i d s t r u c t u r e o f t h e c e l l a n d n u c l e a r m e m b r a n e s , p r e s e n c e o f p r o t e a s e s 

a n d m a g n e s i u m , a n d c o i l i n g o f D N A a r o u n d h i s t o n e s , m a n y o f t h e a v a i l a b l e D N A 

e x t r a c t i o n p r o c e d u r e s h a v e c o m m o n e l e m e n t s . T h e e x t r a c t i o n o f D N A g e n e r a l l y 

c o n s i s t s o f t h r e e b a s i c s t e p s : 

1 . L y s i s o f t h e c e l l m e m b r a n e t o r e l e a s e D N A i n t o t h e l y s i s s o l u t i o n . 

2 . E n z y m a t i c d i g e s t i o n a n d / o r d e n a t u r a t i o n o f p r o t e i n s t o u n s e q u e s t e r D N A f r o m 

n u c l e o p r o t e i n s . 

3 . I s o l a t i o n o f t h e D N A - s e p a r a t i o n o f D N A f r o m o t h e r c e l l u l a r c o m p o n e n t s a n d 

i n h i b i t o r s ( E l k i n s , 2 0 1 3 , C h o n g e t a l . , 2 0 2 1 ) . 

T h e d i s r u p t i o n o f c e l l m e m b r a n e c a n b e d o n e u s i n g a n y o f t h e s e v e r a l p o s s i b l e 

m e t h o d s s u c h as d e t e r g e n t s , l i k e s o d i u m d o d e c y l s u l f a t e ( S D S ) , d i t h i o t h r e i t o l ( D T T ) 

f o r r e d u c i n g t h e d i s u l f i d e b o n d s o r u s i n g h e a t t o i n c r e a s e t h e f l u i d i t y o f t h e c e l l 

m e m b r a n e . T h e i n a c t i v a t i o n o f p r o t e i n s , i n c l u d i n g n u c l e a s e s , c a n b e d o n e b y h e a t 

d e n a t u r a t i o n o r b y u s i n g d i g e s t i v e e n z y m e s , m o s t c o m m o n l y p r o t e i n a s e K . I n 

s i t u a t i o n s w h e r e n o n d e g r a d e d D N A o f h i g h m o l e c u l a r w e i g h t i s r e q u i r e d , t h e 

t e m p e r a t u r e s h o u l d b e m a i n t a i n e d b e l o w 60°C a n d t h e t i m e p e r i o d s h o u l d b e k e p t 

s h o r t , a n y w h e r e f r o m 1 5 t o 2 0 m i n u t e s . T h e s o l i d p h a s e i m m o b i l i z e s t h e m a g n e s i u m , 
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w i t h o u t w h i c h t h e a c t i v i t y o f t h e D N A w o u l d n o t b e p o s s i b l e . T h i s i s f o l l o w e d b y 

t h e e l u t i o n o f t h e i m m o b i l i z e d m a t e r i a l b y b u f f e r o r s a l t . C e n t r i f u g a t i o n i s d o n e i f t h e 

D N A r e m a i n s i n t h e a q u e o u s p h a s e . T h i s i s d o n e t o s e p a r a t e t h e D N A f r o m o t h e r 

c e l l u l a r m a t e r i a l s , s u c h as p r o t e i n s a n d l i p i d s . A n o t h e r w a y t o a c h i e v e t h i s i s b y 

p a r t i t i o n i n g t h e m i n o r g a n i c s o l v e n t s ( E l k i n s , 2 0 1 3 ) . 

2 . 3 . 2 Extraction kits 

0 © © © © © © 

C r e a t e d in BioRender.com bh> 

F i g u r e 2 . S t e p - b y - s t e p d e s c r i p t i o n o f t h e D N A e x t r a c t i o n p r o c e d u r e b y c o m m e r c i a l l y a v a i l a b l e 

e x t r a c t i o n k i t s ( B i o R e n d e r . c o m ) 

D N A e x t r a c t i o n k i t s a r e a s i m p l e w a y o f r a p i d l y o b t a i n i n g h i g h - q u a l i t y D N A 

s a m p l e s f r o m d i f f e r e n t s o u r c e s , f o r e x a m p l e s a l i v a , b l o o d , a n d a n i m a l o r p l a n t 

t i s s u e s . T h e e x t r a c t i o n k i t s i n c l u d e p r e - p a c k a g e d c h e m i c a l r e a g e n t s a n d o f t e n i n c l u d e 

a d d i t i o n a l s u p p l i e s , u s u a l l y t h o s e t h a t a r e k i t - s p e c i f i c a n d a r e n ' t u s u a l l y f o u n d a 

r e g u l a r l a b o r a t o r y s e t u p . M o s t c o m m o n l y , t h e s e i n c l u d e s p i n c o l u m n s , b e a d - b e a t i n g 

t u b e s a n d m a g n e t i c s t a n d s ( D N e a s y B l o o d a n d T i s s u e K i t U s e r H a n d b o o k , 2 0 2 1 ; 

Q I A a m p D N A M i n i K i t H a n d b o o k , 2 0 1 6 ) . 

W h i l e t h e r e a r e v a r i a t i o n s , m o s t o f t h e c o m m e r c i a l l y a v a i l a b l e D N A e x t r a c t i o n k i t s 

i n c l u d e t h e f o l l o w i n g c o m p o n e n t s : 

1 . L y s i s b u f f e r - s o l u t i o n c o n t a i n i n g d e t e r g e n t s , s a l t s a n d o t h e r c h e m i c a l s u s e d 

f o r d i s s o l v i n g t h e m e m b r a n e s a n d r e l e a s e o f t h e D N A i n t o t h e s o l u t i o n . 

2 . P r o t e i n a s e K - e n z y m e t h a t b r e a k s d o w n p r o t e i n s i n t h e s a m p l e , l i k e t h e o n e s 

t h a t m a y i n h i b i t D N A e x t r a c t i o n o r f u r t h e r e x t r a c t i o n s t e p s ; 
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3. W a s h b u f f e r s - m a i n p u r p o s e i s t o r e m o v e i m p u r i t i e s ( s a l t s , p r o t e i n s a n d 

s i m i l a r c o n t a m i n a n t s ) ; 

4 . E l u t i o n b u f f e r - a s o l u t i o n t h a t d i s s o l v e s t h e D N A - b o u n d m a t r i x a n d r e l e a s e s 

t h e p u r i f i e d D N A i n t o t h e s o l u t i o n ( P u r e L i n k G e n o m i c D N A M i n i K i t U s e r 

G u i d e , 2 0 2 1 ; D N e a s y B l o o d a n d T i s s u e H a n d b o o k , 2 0 2 1 ; Q I A a m p D N A M i n i 

K i t H a n d b o o k , 2 0 1 6 ) . 

A v a s t v a r i e t y o f c o m m e r c i a l l y a v a i l a b l e D N A e x t r a c t i o n k i t s i s a v a i l a b l e a n d e a c h 

o f f e r s a s p e c i f i c p r o t o c o l . B a s e d o n s o m e c o m m o n e l e m e n t s a n d p r o c e d u r e s , t h e k i t s 

c a n b e g r o u p e d i n t o s e v e r a l c a t e g o r i e s , s u c h as: 

1 . S p i n - c o l u m n k i t s , w h i c h u s e s p i n c o l u m n s f i l l e d w i t h D N A b i n d i n g m a t e r i a l s , 

u s u a l l y s i l i c a , w h i c h a r e s u b s e q u e n t l y e l u t e d f r o m t h e c o l u m n i n w a s h a n d 

d i l u t i o n s t e p s . T h e s e i n c l u d e G e n e J E T G e n o m i c D N A P u r i f i c a t i o n K i t a n d 

P u r e L i n k G e n o m i c D N A M i n i K i t b y T h e r m o F i s h e r S c i e n t i f i c , as w e l l as 

Q I A a m p D N A M i n i K i t b y Q u i a g e n ( P u r e L i n k G e n o m i c D N A M i n i K i t U s e r 

G u i d e , 2 0 2 1 ; Q I A a m p D N A M i n i K i t H a n d b o o k , 2 0 1 6 ; G e n e J E T G e n o m i c 

D N A P u r i f i c a t i o n K i t H a n d b o o k , 2 0 2 1 ) . 

2 . M a g n e t i c b e a d k i t s , i n w h i c h t h e b e a d s h a v e a c o v e r i n g f r o m a s p e c i f i c D N A 

b i n d i n g l i g a n d . O n c e t h e b i n d i n g i s c o m p l e t e , a m a g n e t i c f i e l d i s u s e d t o 

s e p a r a t e t h e b e a d s f r o m t h e s a m p l e a n d a b u f f e r s o l u t i o n i s a p p l i e d i n o r d e r t o 

e l u t e t h e D N A f r o m t h e b e a n s . S o m e o f t h e e x a m p l e s o f s u c h k i t s i n c l u d e 

M a g M A X D N A M u l t i - S a m p l e K i t b y T h e r m o F i s h e r S c i e n t i f i c a n d 

P o w e r M a g D N A I s o l a t i o n K i t b y M o B i o L a b o r a t o r i e s ( M a g M A X D N A 

M u l t i - S a m p l e K i t M a n u a l , 2 0 1 7 ; P o w e r M a g D N A I s o l a t i o n K i t U s e r M a n u a l , 

2 0 2 0 ) . 

3 . O r g a n i c e x t r a c t i o n k i t s , w h i c h u s e o r g a n i c s o l v e n t s i n o r d e r t o p e r f o r m t h e 

e x t r a c t i o n o f t h e D N A f r o m t h e s a m p l e s . O r g a n i c s o l v e n t s m o s t o f t e n i n c l u d e 

p h e n o l o r c h l o r o f o r m , a m o n g s t o t h e r s . T h i s s t e p i s u s u a l l y f o l l o w e d b y D N A 

p r e c i p i t a t i o n , t y p i c a l l y d o n e b y u s i n g e t h a n o l , a f t e r w h i c h t h e D N A i s 

r e s u s p e n d e d i n a b u f f e r s o l u t i o n . T h e e x t r a c t i o n k i t s u s e d i n t h i s r e s e a r c h , 

D N e a s y B l o o d a n d T i s s u e K i t b y Q u i a g e n a n d N u c l e o S p i n D N A I n s e c t b y 

M a c h e r e y - N a g e l , f a l l i n t o t h e c a t e g o r y o f o r g a n i c e x t r a c t i o n k i t s ( D N e a s y 

B l o o d a n d T i s s u e K i t U s e r H a n d b o o k , 2 0 2 1 ; N u c l e o S p i n D N A I n s e c t K i t U s e r 

M a n u a l , 2 0 1 6 ) 
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2.4 Polymerase Chain Reaction (PCR) 

Polymerase chain reaction - PCR 

1 ^ 

MINIUM 

^ \ ^ 111111111 r 

— t i l i  

II 111111111 \ . 11 Ii 1111 
Q  
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\ - rnTTTTm*^ 

Q Denaturation at 95-96°C Q Annealing at 50*0 Q Elongation at 72°C 
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F i g u r e 3 . V i s u a l d e s c r i p t i o n o f t h e p o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n ( P C R ) p r o c e d u r e ( B i o R e n d e r . c o m ) 

T h e p o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n , o r P C R , i s a f a s t a n d i n e x p e n s i v e w a y o f p r o d u c i n g a 

l a r g e q u a n t i t y o f D N A f r o m a n o f t e n v e r y s m a l l q u a n t i t y o f t e m p l a t e D N A ( R e e d e t 

a l . , 2 0 1 6 ) . T h e r e s u l t o f P C R i s a s i g n i f i c a n t l y a m p l i f i e d s a m p l e o f a c h o s e n r e g i o n 

f r o m t h e o r i g i n a l D N A s a m p l e . T h i s c h o s e n r e g i o n c a n b e a n y r e g i o n o f t h e D N A 

m o l e c u l e , as l o n g as t h o s e r e g i o n ' s b o r d e r i n g s e q u e n c e s a r e k n o w n . T h i s i s d u e t o 

t h e f a c t t h a t t w o s h o r t o l i g o n u c l e o t i d e s , o n e f o r e a c h s t r a n d o f t h e d o u b l e h e l i x , h a v e 

t o h y b r i d i z e t o t h e D N A m o l e c u l e . T h e s i z e o f t h e t a r g e t s e q u e n c e d o e s n ' t h a v e t o b e 

l a r g e , s i n c e P C R i s e x t r e m e l y s e n s i t i v e a n d i s a b l e t o s u c c e s s f u l l y a m p l i f y t h e 

s a m p l e e v e n w i t h j u s t o n e s t a r t i n g m o l e c u l e . 

T h e P C R p r e m i x t y p i c a l l y c o n s i s t s o f f o r w a r d a n d r e v e r s e p r i m e r , d N T P s , d d E h O , 

M g C l a n d p o l y m e r a s e I e n z y m e , a l s o k n o w n as Taq p o l y m e r a s e , w h i c h h a s r e p l a c e d 

t h e D N A p o l y m e r a s e f r o m Escherichia coli t h a t w a s p r e v i o u s l y w i d e l y u s e d ( C h i e n 
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e t a l . , 1 9 7 6 , B r o w n , 2 0 1 6 ) . Taq p o l y m e r a s e , w h i c h i s i s o l a t e d f r o m Thermophilus 

aquaticus, a b a c t e r i a l i v i n g i n e x t r e m e t e m p e r a t u r e s , i s v e r y t h e r m o s t a b l e , w h i c h 

m a k e s i t r e s i l i e n t t o d e n a t u r a t i o n d e r i v i n g f o r h e a t t r e a t m e n t . T h i s p r o p e r t y i s o n e o f 

t h e p i l l a r s o f t h e P C R m e t h o d o l o g y s u c c e s s ( B r o w n , 2 0 1 6 ) . 

T h e P C R p r o c e d u r e c o m m e n c e s w i t h c r e a t i n g a m i x t u r e f r o m Taq p o l y m e r a s e a n d 

t a r g e t D N A ( B r o w n , 2 0 1 6 ) . O n e c y c l e o f P C R i s m a d e u p o f t h r e e d i s t i n c t s t e p s , 

w h i c h a r e c a r r i e d o u t a t d i f f e r e n t t e m p e r a t u r e s . T h e s e t h r e e s t e p s i n c l u d e : 

1 . D e n a t u r a t i o n o f d o u b l e s t r a n d e d D N A , i n w h i c h t h e m i x t u r e i s h e a t e d t o t h e 

t e m p e r a t u r e s o f 94-98°C. A t t h i s t e m p e r a t u r e , t h e h y d r o g e n b o n d s t h a t h o l d 

t h e t w o p o l y n u c l e o t i d e s o f t h e d o u b l e h e l i x b r e a k , r e s u l t i n g i n t a r g e t D N A 

b e c o m i n g d e n a t u r e d i n t o s i n g l e s t r a n d e d m o l e c u l e s . ( R e e d e t a l . , 2 0 1 6 ) . 

2 . A n n e a l i n g o f t h e p r i m e r s , w h e r e t h e t e m p e r a t u r e i s d e c r e a s e d t o a n y w h e r e 

f r o m 37-65°C. T h i s a l l o w s f o r a p a r t i a l r e j o i n i n g o f s i n g l e s t r a n d s a n d t h e 

a t t a c h m e n t o f t h e p r i m e r s t o t h e a n n e a l i n g p o s i t i o n s . 

3 . E x t e n s i o n o f t h e p r i m e r s i s t h e f i n a l s t e p , w h e r e t h e t e m p e r a t u r e o n c e m o r e 

g e t s r a i s e d , t h i s t i m e t o 72-74°C.This t e m p e r a t u r e i s r i g h t b e l o w t h e o p t i m u m 

f o r t h e Taq p o l y m e r a s e . 

I n t h e first s t a g e o f P C R , a s y n t h e s i s o f ' l o n g p r o d u c t s ' i s a c h i e v e d f r o m e a c h o f t h e 

t a r g e t D N A s t r a n d s . T h e 5 ' e n d s o f t h e s e p o l y n u c l e o t i d e s a r e t h e s a m e , b u t t h e 3 ' 

e n d s a r e r a n d o m . T h e r a n d o m i z e d 3 ' e n d s r e p r e s e n t t h e p o s i t i o n s w h e r e D N A 

t e r m i n a t e s b y c h a n c e ( B r o w n , 2 0 1 6 ) . 

T h e t h r e e - s t e p c y c l e o f d e n a t u r a t i o n , a n n e a l i n g a n d s y n t h e s i s i s t h e n r e p e a t e d a 

m u l t i t u d e o f t i m e s . I n t h e f i r s t r e p e t i t i o n , t h e d e n a t u r a t i o n o f t h e l o n g p r o d u c t s 

h a p p e n s , a n d , d u r i n g t h e D N A s y n t h e s i s s t a g e , t h e f o u r r e s u l t i n g s t r a n d s a r e c o p i e d , 

r e s u l t i n g i n f o u r d o u b l e s t r a n d e d m o l e c u l e s . T w o o f t h o s e d o u b l e s t r a n d e d m o l e c u l e s 

a r e i d e n t i c a l t o t h e l o n g p r o d u c t s o b t a i n e d i n t h e f i r s t P C R c y c l e , a n d t h e r e m a i n i n g 

t w o a r e c o m p o s e d o f c o m p l e t e l y n e w D N A . D u r i n g t h e s e c o n d r e p e t i t i o n , o r t h e 

t h i r d c y c l e , t h e t w o d o u b l e s t r a n d e d m o l e c u l e s c o m p o s e d o f n e w D N A r e s u l t i n t h e 

p r o d u c t i o n o f ' s h o r t p r o d u c t s ' , w h i c h h a v e b o t h 5 ' a n d 3 ' e n d s se t b y t h e p r i m e r 

a n n e a l i n g p o s i t i o n s . T h e s e ' s h o r t p r o d u c t s " d o u b l e i n n u m b e r s d u r i n g s u b s e q u e n t 

c y c l e s , g r o w i n g e x p o n e n t i a l l y u n t i l o n e o f t h e c o m p o n e n t s o f t h e r e a c t i o n i s f u l l y 

d e p l e t e d . I n t e r m s o f n u m b e r s , t h e a m o u n t o f ' s h o r t p r o d u c t s ' a f t e r 3 0 c y c l e s i s 
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a b o v e 1 3 0 m i l l i o n f r o m e v e r y s t a r t i n g m o l e c u l e , m e a n i n g t h a t i t ' s p o s s i b l e t o 

p r o d u c e s e v e r a l m i c r o g r a m s o f p r o d u c t f r o m j u s t a c o u p l e o f n a n o g r a m s o f t a r g e t 

D N A ( B r o w n , 2 0 1 6 ; R e e d e t a l , 2 0 1 6 ) . 

2.5 Agarose gel electrophoresis 

A g a r o s e g e l e l e c t r o p h o r e s i s i s o n e o f t h e m o s t c o m m o n l y u s e d m e t h o d s o f D N A 

p r o d u c t s e p a r a t i o n a n d o b s e r v a t i o n . T h e s e p a r a t i o n i s d o n e b y c r e a t i n g a n e l e c t r i c a l 

f i e l d w h i c h t h e n r e s u l t s i n m o v e m e n t o f t h e n u c l e i c a c i d . T o a c h i e v e t h i s , a n 

a p p r o p r i a t e a m o u n t o f g e l i s m i x e d a n d p o u r e d i n t o a m o l d , m a k i n g s u r e t h a t w e l l s 

f o r l o a d i n g t h e D N A a l s o e x i s t . 

A f t e r t h e g e l a t i o n p r o c e s s i s c o m p l e t e a n d t h e d e v i c e i s s e t u p , t h e D N A i s l o a d e d 

i n t o t h e w e l l s a n d a c u r r e n t i s a p p l i e d . M o l e c u l e s o f n e g a t i v e c h a r g e t h e n m i g r a t e 

t o w a r d s t h e p o s i t i v e l y c h a r g e d a n o d e , a t v a r y i n g s p e e d , d e p e n d i n g o n t h e i r s i z e . 

M o l e c u l e s o f l a r g e r m o l e c u l a r w e i g h t t e n d t o m i g r a t e t o w a r d s t h e a n o d e s l o w e r t h a n 

t h e o n e s w i t h a s m a l l m o l e c u l a r w e i g h t , c r e a t i n g a s e p a r a t i o n o n t h e g e l . T h e r e s u l t s 

o f a g a r o s e g e l e l e c t r o p h o r e s i s a r e b a n d s w h i c h c a n b e v i s u a l i z e d u n d e r U V l i g h t . T o 

a c h i e v e v i s u a l i z a t i o n , i t i s n e c e s s a r y t o m i x a s u i t a b l e d y e i n t o t h e s o l u t i o n d u r i n g 

t h e i n i t i a l p r e p a r a t i o n o f t h e m a t e r i a l f o r e l e c t r o p h o r e s i s ( Y i l m a z e t a l . , 2 0 1 2 ) . 

E t h i d i u m b r o m i d e i s a c o m m o n l y u s e d d y e f o r s a m p l e v i s u a l i z a t i o n i n 

e l e c t r o p h o r e s i s . I t i s a f l u o r e s c e n t d y e t h a t i n t e r c a l a t e s b e t w e e n n u c l e i c a c i d b a s e s , 

m a k i n g t h e d e t e c t i o n o f t h e f r a g m e n t s o f n u c l e i c a c i d i n t h e g e l s s i g n i f i c a n t l y e a s i e r 

( S h a r p e t a l . 1 9 7 3 ; B o f f e y , 1 9 8 4 ; L o d g e e t a l . 2 0 0 7 ; H a r r i n g t o n , 1 9 9 3 ; L a n e e t a l . , 

1 9 9 2 ) . I t i s , h o w e v e r , i m p o r t a n t t o n o t e t h a t e t h i d i u m b r o m i d e i s a p o t e n t i a l l y 

c a r c i n o g e n i c s u b s t a n c e a n d s h o u l d b e h a n d l e d w i t h g r e a t c a r e . G e l R e d h a s a p p e a r e d 

as a n a l t e r n a t i v e t o e t h i d i u m b r o m i d e , b u t t h e u s e i s s t i l l n o t as w i d e s p r e a d ( Y i l m a z 

e t a l . , 2 0 1 2 ) . 

O n c e s u f f i c i e n t t i m e h a s p a s s e d f o r D N A m i g r a t i o n i n t h e g e l , t h e g e l i s t a k e n o u t 

a n d a n u l t r a v i o l e t l a m p i s u s e d t o i l l u m i n a t e t h e g e l . T h e m o s t c o m m o n w a y o f 

i l l u m i n a t i n g a n d v i s u a l i z i n g t h e r e s u l t s i s b y u s i n g a l i g h t b o x , w h i c h h a d a n 

i n t e g r a t e d i l l u m i n a t i o n s y s t e m a n d c a n t a k e i m a g e s o f t h e g e l w i t h t h e p r e s e n c e o f 

U V l i g h t . T h e s t a i n e d n u c l e i c a c i d h a d a c o l o r t h a t i s b e t w e e n r e d a n d o r a n g e , b u t t h e 

i m a g e s p r e s e n t e d a r e t y p i c a l l y s h o w n i n b l a c k a n d w h i t e ( Y i l m a z e t a l . , 2 0 1 2 ) . 
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3. Materials and methods 

3.1 Sample collection 

T h e i n i t i a l s p e c i m e n u s e d i n t h e r e s e a r c h w e r e c o l l e c t e d u s i n g t w o b a i t e d p i t f a l l 

t r a p s , p l a c e d a t t h e d i s t r i c t o f L y s o l a j e , P r a g u e , C z e c h R e p u b l i c ( 5 0 . 1 2 8 9 5 1 9 N , 

1 4 . 3 6 7 0 0 0 8 E ) . T r a p s w e r e c r e a t e d b y d i g g i n g a h o l e t h a t w a s 2 0 c m d e e p w i t h t h e 

r a d i u s o f 2 0 c m . A h a r d p l a s t i c r e c i p i e n t w i t h d r a i n a g e h o l e s a t t h e b o t t o m w a s t h e n 

p l a c e d i n t o t h e h o l e a n d a n y p o t e n t i a l g a p s b e t w e e n t h e r e c i p i e n t a n d t h e s u r r o u n d i n g 

s o i l w e r e c o r r e c t e d . A l o o s e l a y e r o f s o i l w a s t h e n p l a c e d a t t h e b o t t o m o f t h e 

r e c i p i e n t a n d t h e s l i g h t l y a g e d p o u l t r y a t t h e b e g i n n i n g s t a g e s o f d e c o m p o s i t i o n w a s 

p u t o n t o p o f i t . T h e t r a p s w e r e c o v e r e d w i t h w i r i n g a n d m e t a l r o o f i n g , i n o r d e r t o 

p r o t e c t t h e t r a p s f r o m t h e e l e m e n t s a n d t h e d e s t r u c t i o n b y l a r g e r p r e d a t o r s , s u c h as 

f o x e s , c a t s a n d d o g s . T h e c o l l e c t i o n p r o c e s s w a s p e r f o r m e d f r o m t h e m o n t h s o f 

F e b r u a r y t o J u n e , w i t h t h e t r a p s b e i n g c h e c k e d i n o n e - w e e k i n t e r v a l s . 

T h e s p e c i m e n s w e r e c o l l e c t e d f r o m t h e t r a p s , i d e n t i f i e d , a n d t a k e n t o t h e i n c u b a t o r s , 

w h e r e t h e y w e r e c a r e f u l l y m o n i t o r e d a n d b r e d . A f t e r r e a c h i n g m a t u r i t y , i n d i v i d u a l s 

w e r e s e c l u d e d a n d p l a c e d i n 9 6 % e t h a n o l - f i l l e d t u b e s f o r p r e s e r v a t i o n . T h e t u b e s 

w e r e t h e n l a b e l e d n u m e r i c a l l y , w i t h a d d i t i o n o f t h e a b b r e v i a t e d s p e c i e s n a m e a n d t h e 

d a t e o f t h e l a b e l i n g . 
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3.2 Design of the DNA extraction 

DNA Barcoding 

Dala a n a l y s i s Blast aga inst Spec ies i d e n t i f i c a t i o n 
NCBI 

Created in BioRender.com bib 

F i g u r e 4 . D e s c r i p t i o n o f t h e d e s i g n o f t h e e x p e r i m e n t , s t a r t i n g w i t h t h e D N A e x t r a c t i o n , P C R 

a m p l i f i c a t i o n , s e q u e n c i n g t h e D N A C O I b a r c o d e a n d e n d i n g i n b l a s t i n g t o p r o v i d e c o n f i r m a t i o n o f 

c o r r e c t i d e n t i f i c a t i o n ( B i o R e n d e r . c o m ) 

3.2.1 Sample amount 

A p a r t f r o m c o m p a r i n g d i f f e r e n t m e t h o d s o f D N A e x t r a c t i o n , t h e c o m p a r i s o n 

b e t w e e n d i f f e r e n t a m o u n t s o f t i s s u e w a s d o n e f o r e a c h o f t h e m e t h o d s . T h r e e 

d i f f e r e n t a m o u n t s o f t i s s u e w e r e a s s e s s e d , e x p r e s s e d t h r o u g h t h e n u m b e r o f l e g s 

e x t r a c t e d f r o m t h e i n d i v i d u a l s . 

T h e t i s s u e a m o u n t s w e r e d e f i n e d as f o l l o w s : o n e l e g ( m a r k e d as 1 L ) , t a k e n f r o m t h e 

f i r s t p a i r ; t w o l e g s ( m a r k e d as 2 L ) , t a k e n f r o m t h e s e c o n d a n d t h i r d p a i r ; t h r e e l e g s 

( m a r k e d as 3 L ) , t a k e n f r o m t h e f i r s t , s e c o n d a n d t h i r d p a i r . T h e t w o a n d t h r e e l e g 

s a m p l e s u s e d o n e l e g f r o m e a c h p a i r , u s u a l l y a l l t a k e n f r o m t h e s a m e s i d e o f t h e 

b o d y i n o r d e r t o e n s u r e c o n s i s t e n c y i n t h e a m o u n t o f t i s s u e e x t r a c t e d a n d a v o i d t h e 

a s p e c t o f h u m a n e r r o r . 
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3 . 2 . 2 Sample preparation 

A t t h e s t a r t o f s a m p l e p r e p a r a t i o n , t h e w o r k s p a c e w a s p r e p a r e d . T h e c l e a n i n g o f 

w o r k s p a c e a n d t h e t o o l s w a s d o n e u s i n g 7 5 % E t O H . T h e i n d i v i d u a l s p e c i m e n s w e r e 

t h e n t a k e n o u t o f t h e i r t u b e s a n d p l a c e d o n a p r e v i o u s l y d i s i n f e c t e d s u r f a c e . T h e l e g s 

w e r e m e t h o d i c a l l y r e m o v e d a n d p l a c e d i n t o 1.5 m l m i c r o c e n t r i f u g e t u b e s . B e t w e e n 

e a c h i n d i v i d u a l , t h e t o o l s u s e d f o r r e m o v a l o f t h e t i s s u e w e r e c l e a n e d u s i n g 

7 5 % E t O H a n d a n a l c o h o l b u r n e r l a m p t o p r e v e n t c o n t a m i n a t i o n . 

T h e t u b e s c o n t a i n i n g t h e t i s s u e w e r e s u b s e q u e n t l y n a m e d u s i n g t h e i d e n t i f y i n g 

n u m b e r o f t h e s p e c i m e n u s e d , a n a b b r e v i a t i o n o f t h e s p e c i e s n a m e , t h e a p p r o p r i a t e 

a b b r e v i a t i o n o f t h e a m o u n t o f t i s s u e a n d t h e a b b r e v i a t e d n a m e o f t h e p e r s o n 

p e r f o r m i n g t h e D N A e x t r a c t i o n . 

3 . 2 . 3 . DNA extraction 

T h e D N A e x t r a c t i o n s w e r e d o n e u s i n g t w o d i f f e r e n t c o m m e r c i a l l y u s e d e x t r a c t i o n 

k i t s a n d d i r e c t P C R . A l l t h r e e t i s s u e a m o u n t s w e r e t e s t e d f o r e a c h o f t h e m e t h o d s . 

F o r t h e e x t r a c t i o n k i t s , t h e l e g s w e r e r e m o v e d f r o m t h e b o d y a n d p r o c e s s e d . F o r 

d i r e c t P C R , t h e l e g s w e r e c u t i n t o s m a l l e r p i e c e s a f t e r r e m o v a l a n d t h e n p r o c e s s e d . 

T h e e x t r a c t i o n s d o n e w i t h t h e e x t r a c t i o n k i t s w e r e p e r f o r m e d b y p r o t o c o l , w i t h 

m o d i f i c a t i o n s b e i n g m a d e i n t h e l y s i s t i m e o f t h e D N e a s y B l o o d a n d T i s s u e K i t , 

w h i c h w a s r a i s e d f r o m 1 h o u r t o 2 h o u r s . B o t h k i t s w e r e c o m p l e t e d i n t w o s t a g e s , 

w i t h h a l f o f t h e s a m p l e s b e i n g p r o c e s s e d i n e a c h s t a g e . T h e e x t r a c t i o n s f o r t h e 

N u c l e o S p i n D N A I n s e c t ( M a c h e r e y - N a g e l ) K i t w e r e p e r f o r m e d o n t h e 1 5 t h o f 

N o v e m b e r 2 0 2 2 a n d 2 1 s t o f N o v e m b e r 2 0 2 2 . T h e e x t r a c t i o n s f o r D N e a s y B l o o d & 

T i s s u e K i t ( Q i a g e n ) w e r e p e r f o r m e d o n t h e 2 7 t h o f M a y 2 0 2 2 a n d 6 t h o f J u n e 2 0 2 2 . 

T h e p r o t o c o l f o r t h e N u c l e o S p i n D N A I n s e c t ( M a c h e r e y - N a g e l ) k i t : 

1 . P l a c e t h e e x t r a c t e d t i s s u e i n N u c l e o S p i n T u b e s T y p e D . 

2 . A d d 1 0 0 u l o f E l u t i o n B u f f e r B E . 

3 . A d d 4 0 u l o f B u f f e r M G . 

4 . A d d 1 0 u l o f P r o t e i n a s e K . 
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5 . P l a c e t h e c l o s e d t u b e s w i t h t h e s a m p l e i n t o R e t s c h m i x e r m i l l a t 3 0 H z f o r 3 

m i n u t e s . 

6 . C e n t r i f u g e t h e s a m p l e s a t 1 1 0 0 0 x g f o r 3 0 s e c o n d s . 

7 . A d d 6 0 0 u l o f B u f f e r M G . 

8 . V o r t e x e a c h s a m p l e f o r 3 s e c o n d s . 

9 . C e n t r i f u g e t h e s a m p l e s a t 1 1 0 0 0 x g f o r 3 0 s e c o n d s . 

1 0 . P l a c e t h e N u c l e o S p i n D N A I n s e c t C o l u m n s i n t o 2 m l C o l l e c t i o n T u b e s . 

1 1 . T r a n s f e r t h e 5 5 0 u l o f S u p e r n a t a n t t o N u c l e o S p i n D N A I n s e c t C o l u m n s . 

1 2 . C e n t r i f u g e t h e s a m p l e s a t 1 1 0 0 0 x g f o r 3 0 s e c o n d s . 

1 3 . D i s c a r d t h e C o l l e c t i o n T u b e s a n d p l a c e t h e N u c l e o S p i n D N A I n s e c t C o l u m n s 

i n t o n e w o n e s . 

1 4 . A d d 5 0 0 u l o f B u f f e r B W . 

1 5 . C e n t r i f u g e t h e s a m p l e s a t 1 1 0 0 0 x g f o r 3 0 s e c o n d s . 

1 6 . D i s c a r d t h e f l o w t h r o u g h . 

1 7 . A d d 5 0 0 u l o f B u f f e r B 5 . 

1 8 . C e n t r i f u g e t h e s a m p l e s a t 1 1 0 0 0 x g f o r 3 0 s e c o n d s . 

1 9 . D i s c a r d t h e f l o w t h r o u g h . 

2 0 . C e n t r i f u g e t h e s a m p l e s a t 1 1 0 0 0 x g f o r 3 0 s e c o n d s . 

2 1 . P l a c e t h e N u c l e o S p i n D N A I n s e c t C o l u m n s i n t o 1.5 m l t u b e s . 

2 2 . A d d 1 0 0 u l o f E l u t i o n B u f f e r B E . 

2 3 . I n c u b a t e t h e s a m p l e s a t r o o m t e m p e r a t u r e f o r 1 m i n u t e . 

2 4 . C e n t r i f u g e t h e s a m p l e s a t 1 1 0 0 0 x g f o r 3 0 s e c o n d s . 

2 5 . D i s c a r d t h e N u c l e o S p i n D N A I n s e c t C o l u m n s . 

2 6 . C l o s e t h e 1.5 m l t u b e s a n d l a b e l t h e m . 

T h e p r o t o c o l f o r D N e a s y B l o o d & T i s s u e K i t ( Q i a g e n ) : 

1 . P l a c e t h e e x t r a c t e d t i s s u e i n t o a 1.5 m l t u b e . 

2 . A d d 1 8 0 u l o f B u f f e r A T L . 

3 . A d d 2 0 u l o f P r o t e i n a s e K . 

4 . V o r t e x e a c h s a m p l e f o r 5 s e c o n d s . 

5 . I n c u b a t e t h e s a m p l e s o n t h e h e a t i n g b l o c k a t 56° C w i t h c o n s t a n t m i x i n g f o r 

2 h o u r s . 

6 . V o r t e x e a c h s a m p l e f o r 1 5 s e c o n d s . 

7 . A d d 2 0 0 u l o f B u f f e r A L . 
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8. V o r t e x e a c h s a m p l e f o r 5 s e c o n d s . 

9 . I n c u b a t e t h e s a m p l e s o n t h e h e a t i n g b l o c k a t 56° C f o r 1 0 m i n u t e s . 

1 0 . A d d 2 0 0 u l o f E t h a n o l . 

1 1 . V o r t e x e a c h s a m p l e f o r 5 s e c o n d s . 

1 2 . P l a c e C o l u m n s i n t o C o l l e c t i o n T u b e s . 

1 3 . T r a n s f e r t h e S u p e r n a t a n t i n t o t h e C o l u m n s . 

1 4 . C e n t r i f u g e t h e s a m p l e s a t 6 0 0 0 x g f o r 1 m i n u t e . 

1 5 . D i s c a r d t h e C o l l e c t i o n T u b e s a n d p l a c e C o l u m n s i n t o n e w o n e s . 

1 6 . A d d 5 0 0 u l o f B u f f e r A W L 

1 7 . C e n t r i f u g e t h e s a m p l e s a t 6 0 0 0 x g f o r 1 m i n u t e . 

1 8 . D i s c a r d t h e C o l l e c t i o n T u b e s a n d p l a c e C o l u m n s i n t o n e w o n e s . 

1 9 . A d d 5 0 0 u l o f B u f f e r A W 2 . 

2 0 . C e n t r i f u g e t h e s a m p l e s a t 2 0 0 0 0 x g f o r 3 m i n u t e s . 

2 1 . D i s c a r d t h e C o l l e c t i o n T u b e s a n d p l a c e C o l u m n s i n t o 1.5 m l t u b e s . 

2 2 . A d d 2 0 0 u l o f B u f f e r A E t o t h e c e n t e r o f t h e C o l u m n . 

2 3 . I n c u b a t e t h e s a m p l e s a t r o o m t e m p e r a t u r e f o r 1 m i n u t e . 

2 4 . C e n t r i f u g e t h e s a m p l e s a t 6 0 0 0 x g f o r 1 m i n u t e . 

2 5 . D i s c a r d t h e C o l u m n s . 

2 6 . C l o s e t h e 1.5 m l t u b e s a n d l a b e l t h e m . 

D i r e c t P C R e x t r a c t i o n o f D N A w a s d o n e u s i n g f r e s h t i s s u e , w i t h o u t a n y p r e v i o u s 

e x t r a c t i o n p r o c e d u r e s p r e c e d i n g i t . T h e r e w a s , h o w e v e r , a d i f f e r e n c e i n t h e s a m p l e 

h a n d l i n g , as t h e t i s s u e h a d t o b e c o m p l e t e l y s u b m e r g e d i n t h e c h e m i c a l s t h a t a r e u s e d 

i n t h i s m e t h o d . T h i s m e a n s t h a t f o r d i r e c t P C R , u n l i k e f o r t h e D N A e x t r a c t i o n k i t s 

w h e r e t h e l e g s w e r e u s e d i n t h e i r e n t i r e t y w i t h o u t a n y m a n i p u l a t i o n , t h e t i s s u e f i r s t 

h a d t o b e c u t d o w n a n d g r i n d e d i n t o s m a l l p i e c e s t h a t w o u l d b e a b l e t o l i e o n t h e 

b o t t o m o f t h e t u b e . T h e s u b s e q u e n t p r o c e d u r e w a s f a i r l y s h o r t , a n d t h e p r o t o c o l a f t e r 

t i s s u e m a n i p u l a t i o n a n d p l a c e m e n t i n t o t u b e s w e n t as f o l l o w s : 

1 . A d d 2 0 u l o f P B S b u f f e r . 

2 . I n c u b a t e t h e s a m p l e s o n t h e h e a t i n g b l o c k a t 98°C f o r 2 m i n u t e s . 

3 . C l o s e t h e 1.5 m l t u b e s a n d l a b e l t h e m . 

A t o t a l o f 7 4 s a m p l e s w e r e e x t r a c t e d w i t h t h e t h r e e e x t r a c t i o n m e t h o d s . F o r e a c h 

m e t h o d , 2 4 s a m p l e s w e r e e x t r a c t e d , d i v i d e d i n t o t h r e e t i s s u e a m o u n t s , r e s u l t i n g i n 8 

s a m p l e s p e r t i s s u e a m o u n t . 
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3.2.4 Measuring the isolated DNA 

T h e y i e l d o f i s o l a t e d D N A w a s d e t e r m i n e d b y u s i n g t w o d i f f e r e n t m e t h o d s : 

s p e c t r o p h o t o m e t r y a n d f l u o r o m e t r y . T h e m a c h i n e s u s e d w e r e N a n o D r o p 1 0 0 0 U V 

V i s i b l e S p e c t r o p h o t o m e t e r a n d Q u b i t 4 F l u o r o m e t e r . 

N a n o D r o p 1 0 0 0 U V V i s i b l e S p e c t r o p h o t o m e t e r i s u s e d t o m e a s u r e t h e c o n c e n t r a t i o n 

a n d p u r i t y o f n u c l e i c a c i d s i n a s a m p l e , a l t h o u g h i t i s i m p o r t a n t t o n o t e t h a t i t c a n 

a l s o b e u s e d i n m e a s u r i n g o t h e r b i o m o l e c u l e s . D u e t o t h e f a c t t h a t t h e s y s t e m 

e m p l o y s s h o r t p a t h l e n g t h s , a w i d e r a n g e o f n u c l e i c a c i d c o n c e n t r a t i o n 

m e a s u r e m e n t s a r e a b l e t o b e p e r f o r m e d . A l o n g s i d e t h a t , t h e n e c e s s a r y v o l u m e u s e d 

i n t h e a n a l y s i s i s q u i t e l o w ( 1 - 2 u L ) , a l l o w i n g f o r m u l t i p l e r e r u n s w h e r e n e c e s s a r y 

a n d m i n i m i z i n g w a s t e . T h e p r o c e d u r e f o r u s a g e i s r e l a t i v e l y u n c o m p l i c a t e d a n d e a s y 

t o f o l l o w , a i d e d b y t h e u s e r f r i e n d l y i n t e r f a c e o f t h e a c c o m p a n y i n g c o m p u t e r 

p r o g r a m ( D e s j a r d i n s & C o n k l i n , 2 0 1 0 ; N a n o D r o p 1 0 0 0 S p e c t r o p h o t o m e t e r U s e r ' s 

M a n u a l ) . 

Q u b i t 4 F l u o r o m e t e r i s a d e v i c e u s e d f o r q u a n t i f i c a t i o n o f D N A , R N A , m i c r o R N A 

a n d p r o t e i n , a m o n g s t o t h e r m e a s u r e m e n t s . I t f u n c t i o n s b y u s i n g f l u o r e s c e n t d y e s , 

b i n d i n g t o t h e t a r g e t m o l e c u l e s . T h e s t e p s i n v o l v e d i n m e a s u r e m e n t c a n b e 

c a t e g o r i z e d i n t o t h r e e p h a s e s : 

1 . S a m p l e p r e p a r a t i o n - d e p e n d i n g o n t h e t a r g e t m o l e c u l e , t h e s a m p l e 

p r e p a r a t i o n i s d o n e as p e r p r o t o c o l p r o v i d e d ; 

2 . F l u o r e s c e n c e m e a s u r e m e n t - t h e Q u b i t a s s a y t u b e s a r e l o a d e d w i t h t h e 

p r e p a r e d s a m p l e a n d a r e p l a c e d i n t o t h e m a c h i n e , a f t e r w h i c h t h e w a v e l e n g t h 

o f l i g h t i s e m i t t e d , e x c i t i n g t h e f l u o r e s c e n t d y e a n d r e s u l t i n g i n t h e e m i s s i o n 

o f a s i g n a l p r o p o r t i o n a l t o t h e a m o u n t o f t a r g e t m o l e c u l e i n t h e s a m p l e ; 

3 . D a t a a n a l y s i s - t h e s i g n a l i s r e c e i v e d a n d c o n v e r t e d i n t o a c o n c e n t r a t i o n 

v a l u e , w h i c h i s t h e n d i s p l a y e d w i t h e r o n t h e s c r e e n o f t h e i n s t r u m e n t o r 

e x p o r t e d o n a c o n n e c t e d c o m p u t e r (Qubit™ 4 F l u o r o m e t e r U s e r M a n u a l ) . 

C o m p a r e d t o t h e N a n o D r o p 1 0 0 0 S p e c t r o p h o t o m e t e r , t h e s a m p l e p r e p a r a t i o n i n f o r 

t h i s m e t h o d i s s l i g h t l y m o r e c o m p l e x a n d t i m e c o n s u m i n g , as w e l l as e x p e n s i v e . 

F o r N a n o D r o p 1 0 0 0 U V V i s i b l e S p e c t r o p h o t o m e t e r , t h e m e a s u r e m e n t s w e r e 

p e r f o r m e d t h r e e t i m e s p e r s a m p l e . T h e m e a s u r e m e n t p r o c e s s s t a r t e d w i t h t h e 
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c a l i b r a t i o n o f t h e m a c h i n e w i t h t h e u s e o f a b l a n k s a m p l e , w h i c h i n t h i s c a s e w e r e 

t h e b u f f e r s u s e d i n e a c h o n e o f t h e m e t h o d s o f D N A e x t r a c t i o n . E a c h o n e o f t h e 

s a m p l e s w a s m e a s u r e d t h r e e t i m e s , a n d t h e s a m p l e s w e r e p r o c e s s e d i n c l u s t e r s o f 

t h r e e o r f o u r , i n o r d e r t o a v o i d p o t e n t i a l l o s s o f d a t a d u e t o a m e c h a n i c a l e r r o r . T h e 

d a t a w a s s a v e d a f t e r e a c h c l u s t e r o f m e a s u r e m e n t s i n t h e f o r m o f a M i c r o s o f t E x c e l 

s h e e t t h r o u g h t h e " R e c o r d " f u n c t i o n . 

T h e m e a s u r e m e n t s d o n e b y Q u b i t 4 F l u o r o m e t e r w e r e p e r f o r m e d as p e r p r o t o c o l . 

T w o s t a n d a r d s w e r e d e t e r m i n e d b e f o r e a n a l y z i n g e a c h o f t h e g i v e n m e t h o d s o f 

e x t r a c t i o n . E a c h s a m p l e w a s m e a s u r e d o n c e . T h e m e a s u r e m e n t s w e r e t r a n s c r i b e d 

a n d t h e n m a n u a l l y a d d e d t o t h e c o r r e s p o n d i n g M i c r o s o f t E x c e l s h e e t . 

3.3 Data processing 

T h e d a t a o b t a i n e d w i t h t h e u s e o f N a n o D r o p 1 0 0 0 U V V i s i b l e S p e c t r o p h o t o m e t e r 

a n d b y Q u b i t 4 F l u o r o m e t e r w a s a n a l y z e d u s i n g R S t u d i o , a n i n t e g r a t e d d e v e l o p m e n t 

e n v i r o n m e n t f o r R , w h i c h i s a p r o g r a m m i n g l a n g u a g e p r i m a r i l y u s e d f o r s t a t i s t i c a l 

c o m p u t i n g a n d g r a p h i c s . T h e d a t a w a s c o m p i l e d t o g e t h e r i n a M i c r o s o f t E x c e l s h e e t , 

c o m b i n i n g t h e d a t a f r o m a l l p r o c e s s e d m e t h o d s o f e x t r a c t i o n a n d m e a s u r m e n t . T h e 

M i c r o s o f t E x c e l s h e e t w a s t h e n s a v e d as a t e x t f i l e a n d e x p o r t e d i n t o R S t u d i o f o r 

f u r t h e r p r o c e s s i n g . 

U s i n g R S t u d i o , t h e d a t a w a s p r o c e s s e d a n d v i s u a l i z e d b y p l o t t i n g . F o r h i g h e r 

s t a t i s t i c a l a c c u r a c y , t h e o u t l i e r s w e r e e l i m i n a t e d f r o m t h e d a t a p r o c e s s i n g p r o c e d u r e . 

T h e v a l u e s p r o c e s s e d w e r e t a k e n f r o m t h e m e a s u r e m e n t s m a d e w i t h N a n o D r o p 1 0 0 0 

U V V i s u a l S p e c t r o p h o t o m e t e r a n d Q u b i t 4 F l u o r o m e t e r . B o t h m a c h i n e s p r o v i d e d t h e 

v a l u e s o f c o n c e n t r a t i o n o f t h e s a m p l e s a n d t h e s e v a l u e s w e r e p r i m a r i l y c o m p a r e d 

b e t w e e n e a c h o t h e r . A p a r t f r o m t h e c o n c e n t r a t i o n , N a n o D r o p 1 0 0 0 U V V i s u a l 

S p e c t r o p h o t o m e t e r a l s o p r o v i d e d o t h e r v a l u e s : 

• A b s 2 6 0 , o r t h e a b s o r b a n c e a t 2 6 0 n m , r e p r e s e n t i n g t h e w a v e l e n g t h w h i c h i s 

m o s t a b s o r b e d b y n u c l e i c a c i d s . 

• A b s 2 8 0 , o r t h e a b s o r b a n c e a t 2 8 0 n m , r e p r e s e n t i n g t h e w a v e l e n g t h w h i c h i s 

m o s t a b s o r b e d b y p r o t e i n s i n t h e s a m p l e . 
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• A b s 2 3 0 , o r t h e a b s o r b a n c e a t 2 3 0 n m , r e p r e s e n t i n g t h e w a v e l e n g t h m o s t 

a b s o r b e d b y s a l t s a n d o t h e r o r g a n i c c o m p o u n d s . 

• 2 6 0 / 2 8 0 , w h i c h i s a r a t i o t h a t s h o w s i f t h e s a m p l e i s p u r e f r o m p r o t e i n 

c o n t a m i n a n t s . F o r D N A a n a l y s i s , t h e o p t i m a l v a l u e o f t h i s r a t i o i s a r o u n d 

1 . 8 0 . 

• 2 6 0 / 2 3 0 , w h i c h i s t h e r a t i o t h a t s h o w s i f t h e s a m p l e i s p u r e f r o m 

c o n t a m i n a n t s w h i c h a b s o r b t h e w a v e l e n g t h o f 2 3 0 n m , s u c h as s a l t s a n d o t h e r 

o r g a n i c c o m p o u n d s . 

A l l t h e r e s u l t s f r o m b o t h m a c h i n e s w e r e c o l l e c t e d a n d e v a l u a t e d i n t h e c o n t e x t o f t h e 

e x t r a c t i o n k i t s a n d t h e a m o u n t s o f t i s s u e . T h e d i f f e r e n t t i s s u e a m o u n t s w e r e a l s o 

p r o c e s s e d i n d i v i d u a l l y f o r e a c h k i t . 

3.4 PCR and Electrophoresis 

A f t e r t h e e x t r a c t i o n s w e r e c o m p l e t e d a n d t h e m e a s u r e m e n t s o f c o n c e n t r a t i o n s o f t h e 

y i e l d f r o m s a m p l e s c o m i n g f r o m t h e e x t r a c t i o n k i t s w a s c o m p l e t e , e a c h s a m p l e w a s 

u s e d as a t e m p l a t e f o r t h e a m p l i f i c a t i o n o f C y t o c h r o m e o x i d a s e I ( C O I ) b a r c o d i n g 

r e g i o n , u s i n g o n e p r i m e r p a i r - J e r r y a n d P a t . P P P M a s t e r M i x ( T o p B i o ) w a s u s e d 

a c c o r d i n g t o m a n u f a c t u r e r ' s i n s t r u c t i o n s , u s i n g 1 2 . 5 u l o f P P P M a s t e r M i x , 9 . 5 u l o f 

H 2 0 , l u l o f l O m M F o r w a r d p r i m e r , l u l l O m M R e v e r s e p r i m e r , a n d 1 u l o f t h e 

t e m p l a t e D N A . P C R r e a c t i o n w a s c o n d u c t e d i n t h e t o t a l o f 2 5 u l u n d e r f o l l o w i n g 

c o n d i t i o n s : 

1 . 98°C 1 x 3 0 s 

2 . 98°C 3 5 x 5 s 

3 . 50°C 3 5 x 5 s 

4 . 72°C 3 5 x 1 m i n 

5 . 72°C l x 1 :30 m i n 

6 . 4°C h o l d 

T h e P C R p r o d u c t s w e r e v i s u a l i z e d b y e l e c t r o p h o r e s i s u s i n g 1 % a g a r o s e g e l ( 1 0 0 V 

3 5 m i n ) . T h e g e l w a s p r e p a r e d b y t h e f o l l o w i n g p r o t o c o l : 

1 . A d d 8 0 m l o f t h e b u f f e r t o t h e E r l e n m e y e r f l a s k . 

2 . M e a s u r e 0 . 8 g o f t h e a g a r o s e . 

2 0 



3 . H o m o g e n i z e t h e s o l u t i o n b y l i g h t l y m i x i n g . 

4 . H e a t t h e s o l u t i o n i n t h e m i c r o w a v e f o r 1 m i n u t e a n d 3 0 s e c o n d s . 

5 . C o o l o f f t h e s o l u t i o n b y m i x i n g w h i l e k e e p i n g t h e E r l e n m e y e r f l a s k u n d e r 

c o o l w a t e r , m a k i n g s u r e t h a t n o w a t e r e n t e r s t h e f l a s k . 

6 . A d d 2 u l o f o f e t h i d i u m b r o m i d e . 

7 . M i x l i g h t l y . 

8 . S l o w l y p o u r t h e m i x t u r e i n t o a p r e v i o u s l y p r e p a r e d m o l d . 

9 . P l a c e t h e c o m b s i n t o t h e m o l d . 

F i g u r e 5 . E x a m p l e o f v i s u a l i z a t i o n o f t h e a m p l i f i e d D N A u s i n g a g a r o s e g e l e l e c t r o p h o r e s i s 

( M a h l e r o v a , 2 0 2 2 ) 
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3.5 Sequencing 

A m p l i f i e d p r o d u c t s o f t h e P C R w e r e p r e p a r e d f o r u n i d i r e c t i o n a l S a n g e r s e q u e n c i n g . 

F i r s t l y , e a c h s a m p l e w a s p u r i f i e d u s i n g I T E x o s a p a c c o r d i n g t o t h e p r o v i d e d 

p r o t o c o l a n d t h e f o r w a r d p r i m e r w a s a d d e d . 

T h e o b t a i n e d s e q u e n c e s w e r e v i s u a l i z e d u s i n g C h r o m a s v 2 . 6 . 6 . , t r i m m e d b a s e d o n 

t h e s e q u e n c e q u a l i t y . T h e t r i m m e d s e q u e n c e w a s t h e n u s e d as a q u e r y f o r n u c l e o t i d e 

B L A S T ( B a s i c L o c a l A l i g n m e n t S e a r c h 

T o o l ) ( h t t p s : / / b l a s t . n c b i . n l m . n i h . g o v / B l a s t . c g i ) . T h e h i t a c c e s s i o n , t h e E v a l u e , 

s e q u e n c e l e n g t h , a n d t h e p e r c e n t o f p r o b a b i l i t y w a s n o t e d i n o r d e r t o e v a l u a t e t h e 

o b t a i n e d s e q u e n c e f o r u s a g e f o r b a r c o d i n g o f t h e o r g a n i s m . 

F i g u r e 6 . V i s u a l i z e d s a m p l e u s i n g C h r o m a s v 2 . 6 . 6 . 
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4. Results 

4.1 Methods of extraction 

T h e c o n c e n t r a t i o n s o b t a i n e d f r o m e x t r a c t i o n k i t s w e r e a n a l y z e d w i t h N a n o D r o p 

1 0 0 0 U V V i s i b l e S p e c t r o p h o t o m e t e r a n d Q u b i t 4 F l u o r o m e t e r . A n i m p o r t a n t n o t e 

h a s t o b e m a d e w h e n o b s e r v i n g t h e t w o m e a s u r i n g m e t h o d s r e g a r d i n g t h e o b t a i n e d 

v a l u e s , w h i c h a r e n o t i c e a b l y l o w e r f o r Q u b i t 4 F l u o r o m e t e r t h a n N a n o D r o p 1 0 0 0 

U V V i s i b l e S p e c t r o p h o t o m e t e r . Q u b i t 4 F l u o r o m e t e r m e a s u r e s o n l y t h e D N A i n t h e 

s a m p l e , a n d w h i l e N a n o D r o p 1 0 0 0 U V V i s i b l e S p e c t r o p h o t o m e t e r t r i e s t o d o t h e 

s a m e , i t u s u a l l y a l s o c a p t u r e s t h e o t h e r c o n t a m i n a n t s p r e s e n t i n t h e s a m p l e a l o n g s i d e 

D N A , r e s u l t i n g i n n u m e r i c a l l y h i g h e r r e a d i n g s . 

T h e c o m p a r i s o n o f t h e o b t a i n e d c o n c e n t r a t i o n s v a r i e d w i t h i n t h e t w o m e a s u r i n g 

m e t h o d s : N a n o D r o p s h o w e d a b e t t e r r e s u l t f o r t h e D N e a s y B l o o d a n d T i s s u e K i t , 

w h i l e Q u b i t s h o w e d a n o v e r a l l b e t t e r r e s u l t f o r N u c l e o S p i n D N A I n s e c t K i t . 

NanoDrop concentration (by kit) 

o 

o o c ::• 
Ü 

NS QG 

Kit 

F i g u r e 7 . B o x p l o t r e p r e s e n t i n g t h e d i f f e r e n c e b e t w e e n c o n c e n t r a t i o n s m e a s u r e d b y N a n o D r o p 1 0 0 0 

U V V i s u a l S p e c t r o p h o t o m e t e r . N S r e p r e s e n t s t h e N u c l e o S p i n D N A I n s e c t K i t a n d Q G r e p r e s e n t s t h e 

D N e a s y B l o o d a n d T i s s u e K i t . 
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Qubit concentration (by kit) 

i 

NS QG 

Kit 

F i g u r e 8 . B o x p l o t r e p r e s e n t i n g t h e d i f f e r e n c e b e t w e e n c o n c e n t r a t i o n s m e a s u r e d b y Q u b i t 4 

F l u o r o m e t e r . N S r e p r e s e n t s t h e N u c l e o S p i n D N A I n s e c t K i t a n d Q G r e p r e s e n t s t h e D N e a s y B l o o d 

a n d T i s s u e K i t . 

T h e r e s u l t s o b t a i n e d u s i n g Q u b i t s h o w a h i g h e r c o r r e s p o n d e n c e w i t h t h e r e s u l t s 

s h o w n b y s e q u e n c i n g , w h e r e N u c l e o S p i n D N A I n s e c t K i t h a s s h o w n a b e t t e r r e s u l t 

i n t e r m s o f b o t h q u e r y l e n g t h a n d s u c c e s s f u l s e q u e n c i n g r u n s . D e s p i t e N u c l e o S p i n 

D N A I n s e c t K i t g i v i n g a b e t t e r r e s u l t , i t i s i m p o r t a n t t o n o t e t h a t t h e d i f f e r e n c e i n t h e 

n u m b e r s w a s n ' t l a r g e a n d b o t h o f t h e k i t s g a v e a y i e l d h i g h e n o u g h f o r s u c c e s s f u l 

s e q u e n c i n g . 

T h e n u m b e r o f s u c c e s s f u l s e q u e n c i n g r u n s f o r t h e d i r e c t P C R m e t h o d w a s n o t a b l y 

s m a l l e r t h a n i n f o r t h e t w o e x t r a c t i o n k i t s , w h i c h w a s l i k e l y c a u s e d b y h u m a n e r r o r . 

I n t e r m s o f q u e r y l e n g t h , h o w e v e r , t h e d i r e c t P C R m e t h o d w a s n o t f a r b e h i n d 

D N e a s y B l o o d a n d T i s s u e K i t . 
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E x t r a c t i o n m e t h o d A v e r a g e 

c o n c e n t r a t i o n 

( N a n o D r o p ) ( u g / u l ) 

A v e r a g e 

c o n c e n t r a t i o n 

( Q u b i t ) ( u g / u l ) 

A v e r a g e q u e r y 

l e n g t h f o r 

s e q u e n c i n g 

D N E a s y B l o o d a n d 

T i s s u e K i t 

1 0 . 9 8 1 9 4 4 4 4 0 . 7 1 0 3 4 7 8 2 6 7 7 1 

N u c l e o S p i n D N A 

I n s e c t K i t 

8 . 2 4 8 6 4 8 6 4 9 2 . 5 7 6 0 9 4 5 9 5 7 8 7 

D i r e c t P C R - - 7 4 0 

F i g u r e 9 . C o m p a r i s o n s o f a v e r a g e n u m e r i c a l d i f f e r e n c e s i n c o n c e n t r a t i o n s b e t w e e n t w o c o m m e r c i a l l y 

a v a i l a b l e D N A e x t r a c t i o n k i t s , m e a s u r e d b y b o t h m a c h i n e s , a s w e l l a s t h e c o m p a r i s o n o f a v e r a g e 

q u e r y l e n g t h f o r s e q u e n c i n g i n c l u d i n g a l l t h r e e m e t h o d s o f e x t r a c t i o n . 

4.2 Tissue amounts 

I n a n a l y s i s o f t h e t i s s u e a m o u n t s , a l l v a r i a b l e s w e r e a s s e s s e d b o t h c o l l e c t i v e l y a n d 

i n d i v i d u a l l y w i t h i n d i f f e r e n t e x t r a c t i o n m e t h o d s . I n t e r m s o f c o n c e n t r a t i o n s o f t h e 

s a m p l e s o b t a i n e d b y e x t r a c t i o n k i t s , M e a s u r e m e n t s o f c o n c e n t r a t i o n d o n e b y 

N a n o D r o p f o r t h i s p a r a m e t e r w e r e d i s m i s s e d d u e t o i n c o n c l u s i v e n e s s . I n s t e a d o f 

c o n c e n t r a t i o n m e a s u r e m e n t s , t h e r a t i o o f 2 8 0 / 2 6 0 n m w a s c o n s i d e r e d as a n 

a l t e r n a t i v e m e a s u r e o b t a i n e d f r o m N a n o D r o p , a n d t h e r e s u l t s s h o w e d t h e b e s t r a t i o 

f o r t h e h i g h e s t t i s s u e a m o u n t , w h i c h w a s t h r e e l e g s . T h e w o r s t r e s u l t s w e r e o b s e r v e d 

f o r o n e l e g , b u t t h e d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e b e s t a n d w o r s t a v e r a g e v a l u e s w a s n o t 

l a r g e . 
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NanoDrop 280/260 (by tissue amount) 

o 
o f •:o 
C M 

o 
<6 

o 
•r-j 

o 
o 

Legs 

F i g u r e 1 0 . B o x p l o t r e p r e s e n t i n g t h e 2 8 0 / 2 6 0 r a t i o s m e a s u r e d b y N a n o D r o p 1 0 0 0 U V V i s u a l 

S p e c t r o p h o t o m e t e r f o r t h e t h r e e t i s s u e a m o u n t s ( 1 , 2 a n d 3 l e g s ) 

Qubit concentration (by tissue amount) 

o 
<0 

o 
C'i 

o 
Ö 

Legs 

F i g u r e 1 1 . B o x p l o t r e p r e s e n t i n g t h e c o n c e n t r a t i o n s m e a s u r e d b y Q u b i t 4 F l u o r o m e t e r f o r t h e t h r e e 

t i s s u e a m o u n t s ( 1 , 2 a n d 3 l e g s ) . 

2 6 



M e a s u r e m e n t s f o r t h e c o n c e n t r a t i o n s b a s e d o n t i s s u e a m o u n t s b y Q u b i t 4 

F l u o r o m e t e r h a v e s h o w n a d i f f e r e n t r e s u l t . S a m p l e s f r o m o n e l e g r e s u l t s h a v e 

p e r f o r m e d s i g n i f i c a n t l y w o r s e t h a n w i t h N a n o D r o p 1 0 0 0 U V V i s i b l e 

S p e c t r o p h o t o m e t e r , a n d t h e s a m p l e s w i t h t h e t i s s u e a m o u n t o f t w o l e g s s h o w e d t h e 

b e s t r e s u l t s b y a g r e a t m a r g i n . 

I n t e r m s o f s e q u e n c i n g , t h e r e s u l t s o n a v e r a g e c o i n c i d e w i t h t h e m e a s u r e m e n t s o f 

c o n c e n t r a t i o n s d o n e b y Q u b i t 4 F l u o r o m e t e r , w i t h t h e l o n g e s t a v e r a g e q u e r y l e n g t h 

c o m i n g f r o m t h e s a m p l e s w h e r e t h e t i s s u e a m o u n t w a s t w o l e g s a n d t h e s h o r t e s t 

f r o m t h e o n e l e g s a m p l e s . T h e r e f o r e , t h e r e s u l t s o b t a i n e d f r o m Q u b i t 4 F l u o r o m e t e r 

w e r e c o n s i d e r e d as m o r e a c c u r a t e i n t e r m s o f a s s e s s i n g t h e i m p a c t o f t h e a m o u n t o f 

t i s s u e o n t h e r e s u l t s o f t h e e x t r a c t i o n . 

T i s s u e a m o u n t A v e r a g e c o n c e n t r a t i o n 

( Q u b i t ) ( u g / u l ) 

A v e r a g e q u e r y l e n g t h f o r 

s e q u e n c i n g 

I L e g 0 . 5 1 1 7 6 5 

2 L e g s 2 . 0 9 7 6 2 5 7 9 3 

3 L e g s 1 . 4 9 4 7 5 7 7 2 

F i g u r e 1 2 . A v e r a g e c o n c e n t r a t i o n m e a s u r e d b y Q u b i t 4 F l u o r o m e t e r a n d a v e r a g e q u e r y l e n g t h f o r 

s e q u e n c i n g f o r t h e t h r e e t i s s u e a m o u n t s ( 1 , 2 a n d 3 l e g s ) 

4.3 Handling time and cost 

T h e h a n d l i n g t i m e a n d c o s t w e r e t a k e n i n t o c o n s i d e r a t i o n i n t h e a s s e s s m e n t o f t h e 

e x t r a c t i o n m e t h o d s . 

T h e c o s t p e r s a m p l e c a l c u l a t i o n s w e r e d o n e b a s e d o n t h e p r i c e s f o r t h e e x t r a c t i o n s , 

w i t h o u t t a k i n g i n t o a c c o u n t t h e a d d i t i o n a l c o s t s f o r a m p l i f i c a t i o n o f t h e s a m p l e s , a n d 

g a v e t h e f o l l o w i n g r e s u l t s : 

• 1 2 6 . 8 C Z K / S a m p l e f o r D N e a s y B l o o d a n d T i s s u e K i t . 

• 1 2 4 . 3 8 C Z K / S a m p l e f o r N u c l e o S p i n D N A I n s e c t K i t . 
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• 1 7 . 5 5 C Z K / S a m p l e f o r d i r e c t P C R . 

T h e h a n d l i n g t i m e w a s d i v i d e d i n t o t w o p a r t s : t h e e x t r a c t i o n o f t i s s u e a n d t h e 

c o m p l e t i o n o f t h e e x p e r i m e n t . T h e t i s s u e e x t r a c t i o n f o r D N e a s y B l o o d a n d T i s s u e 

K i t a n d N u c l e o S p i n D N A I n s e c t w a s a r o u n d 1 m i n u t e a n d 3 0 s e c o n d s p e r s a m p l e , 

w h i l e f o r d i r e c t P C R i t t o o k a r o u n d 3 m i n u t e s p e r s a m p l e d u e t o t i s s u e m a n i p u l a t i o n . 

O p p o s i t e t o t h a t , t h e e x t r a c t i o n o f D N A t o o k t h e l e a s t a m o u n t o f t i m e f o r d i r e c t P C R 

- 1 2 m i n u t e s f o r 1 2 s a m p l e s - a m i n u t e p e r s a m p l e , w h e r e a s N u c l e o S p i n D N A 

I n s e c t K i t t o o k a p p r o x i m a t e l y 1 0 m i n u t e s p e r s a m p l e a n d D N e a s y B l o o d a n d T i s s u e 

K i t t o o k 2 0 m i n u t e s p e r s a m p l e . 

E x t r a c t i o n m e t h o d P r i c e p e r s a m p l e 

( C Z K ) 

T i s s u e e x t r a c t i o n 

t i m e p e r s a m p l e 

D N A e x t r a c t i o n 

t i m e p e r s a m p l e 

D N E a s y B l o o d a n d 

T i s s u e K i t 

1 2 6 . 8 1 m i n u t e a n d 3 0 

s e c o n d s 

2 0 m i n u t e s 

N u c l e o S p i n D N A 

I n s e c t K i t 

1 2 4 . 3 8 1 m i n u t e a n d 3 0 

s e c o n d s 

1 0 m i n u t e s 

D i r e c t P C R 1 7 . 5 5 3 m i n u t e s 1 m i n u t e 

F i g u r e 1 3 . C o m p a r i s o n o f t h e a v e r a g e p r i c e s p e r s a m p l e a n d h a n d l i n g t i m e s f o r t i s s u e a n d D N A 

e x t r a c t i o n , i n c l u d i n g a l l t h e e x t r a c t i o n m e t h o d s . 
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5. Discussion 

T h e r e s u l t s o f t h i s r e s e a r c h s h o w e d s o m e s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s b e t w e e n t h e t h r e e 

e x t r a c t i o n m e t h o d s . I n t e r m s o f y i e l d c o n c e n t r a t i o n a n d q u a l i t y o f t h e o b t a i n e d 

s e q u e n c e s , N u c l e o S p i n D N A I n s e c t K i t h a s p e r f o r m e d t h e b e s t o u t o f a l l t h e 

m e t h o d s . 

I n f o r e n s i c e n t o m o l o g y , p r e c i s e i d e n t i f i c a t i o n o f t h e s p e c i e s i s o f c r i t i c a l i m p o r t a n c e . 

F o r t h i s r e a s o n , t h e q u a l i t y o f t h e o b t a i n e d s e q u e n c e s h a s t o b e t a k e n i n t o 

c o n s i d e r a t i o n . 

C o n s i d e r i n g s p e e d a n d c o s t p e r s a m p l e , d i r e c t P C R i s t h e b e s t o u t o f a l l t h e a n a l y z e d 

m e t h o d s . H o w e v e r , t h e n u m b e r o f u n s u c c e s s f u l s a m p l e s i s n o t a b l y l a r g e r t h a n i n 

e i t h e r o f t h e e x t r a c t i o n k i t s . A l s o , t h e m a n i p u l a t i o n o f t h e m a t e r i a l t h a t i s r e q u i r e d 

p r i o r t o t h e p r o c e d u r e m a k e s t h i s m e t h o d l e s s s t r a i g h t f o r w a r d a n d m u c h m o r e 

s u s c e p t i b l e t o a c c i d e n t a l c o n t a m i n a t i o n . T h i s m e t h o d c o u l d b e c o n s i d e r e d i n 

s i t u a t i o n s w h e r e t h e n u m b e r o f s a m p l e s i s l a r g e a n d s p e e d o f p r o c e s s i n g i s 

i m p o r t a n t , as w e l l as i n s i t u a t i o n s w h e r e t h e r e i s l i m i t e d f u n d i n g . 

E x t r a c t i o n k i t s a r e c e r t a i n l y m o r e e x p e n s i v e t h a n d i r e c t P C R , b u t t h e r e a r e 

a d v a n t a g e s t o t h e i r u s e . T h e c h e m i c a l s r e q u i r e l i t t l e t o n o p r e p a r a t i o n p r i o r t o f i r s t 

u s e a n d t h e p r o t o c o l s a r e f a i r l y e a s y t o f o l l o w , e v e n f o r l e s s e x p e r i e n c e d r e s e a r c h e r s . 

T h e o b t a i n e d s e q u e n c e s h a d a n a l m o s t 1 0 0 % P C R s u c c e s s r a t e a n d s e q u e n c i n g 

s u c c e s s . I n t e r m s o f f o r e n s i c e n t o m o l o g y , t h e e x t r a c t i o n k i t s h a v e t h e a d v a n t a g e o f 

h i g h y i e l d a n d h i g h p r e c i s i o n . T h e r e a r e , h o w e v e r , s o m e n o t a b l e d i s a d v a n t a g e s t o t h e 

e x t r a c t i o n k i t s . O c c a s i o n a l l y , t h e k i t s m a y r e q u i r e l a b o r a t o r i e s t o u s e a n d t o o w n 

v e r y a d v a n c e d a n d s p e c i f i c e q u i p m e n t . T h i s , c o u p l e d w i t h t h e s i g n i f i c a n t l y h i g h e r 

p r i c e p e r s a m p l e , m a y m a k e t h e e x t r a c t i o n k i t s u n a v a i l a b l e t o l a b o r a t o r i e s w i t h l e s s 

f u n d i n g . 

T h e N u c l e o S p i n D N A I n s e c t K i t p e r f o r m e d t h e b e s t , w i t h t h e h i g h e s t c o n c e n t r a t i o n s 

m e a s u r e d b y Q u b i t a n d a 1 0 0 % r a t e o f s u c c e s s i n b o t h P C R a n d s e q u e n c i n g . T h e c o s t 

p e r s a m p l e w a s s m a l l e r f o r t h i s k i t D N e a s y B l o o d a n d T i s s u e K i t , a l t h o u g h t h e 

d i f f e r e n c e i n p r i c e w a s n o t l a r g e . T h e t i m e o f h a n d l i n g p e r s a m p l e , h o w e v e r , w a s 

s i g n i f i c a n t l y s m a l l e r t h a n f o r D N e a s y B l o o d a n d T i s s u e K i t , w i t h a d i f f e r e n c e o f 

a l m o s t 1 0 m i n u t e s , a n d t h e p r o t o c o l w a s c l e a r a n d e a s y t o f o l l o w . O n e o f t h e 
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d i s a d v a n t a g e s o f t h i s p a r t i c u l a r e x t r a c t i o n m e t h o d i s t h e u s a g e o f s p e c i f i c e q u i p m e n t 

- R e t s c h m i x e r m i l l , w h i c h w a s o n l y n e e d e d f o r t h i s m e t h o d . 

A s m e n t i o n e d e a r l i e r , t h e i m p o r t a n c e o f D N A e x t r a c t i o n s i n f o r e n s i c e n t o m o l o g y 

l i e s i n t h e a c c u r a t e i d e n t i f i c a t i o n o f t h e s p e c i e s c o l l e c t e d f r o m t h e c r i m e s c e n e . I n 

s u c h s i t u a t i o n s , t h e u s e o f e x t r a c t i o n k i t s i n o r d e r t o e n s u r e s u c c e s s f u l e x t r a c t i o n a n d 

a c c u r a t e s e q u e n c i n g i s j u s t i f i e d , e s p e c i a l l y w h e n t h e a v a i l a b l e s a m p l e s f o r e x t r a c t i o n 

a r e l i m i t e d . T a k i n g t h a t i n t o c o n s i d e r a t i o n , as w e l l as t h e r e s u l t s o f t h i s r e s e a r c h , t h e 

N u c l e o S p i n D N A I n s e c t K i t c o u l d b e c o n s i d e r e d t h e b e s t m e t h o d f o r e x t r a c t i o n o f 

t h e D N A . 

W h i l e n o t b e i n g a p r i m a r y f o c u s o f t h e r e s e a r c h , a s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e w a s 

o b s e r v e d a n d n o t e d b e t w e e n t h e t w o p i e c e s o f e q u i p m e n t u s e d f o r m e a s u r i n g t h e 

c o n c e n t r a t i o n s o f t h e e x t r a c t e d s a m p l e . A l t h o u g h N a n o D r o p 1 0 0 0 U V V i s i b l e 

S p e c t r o p h o t o m e t e r p r o v i d e d m a n y d i f f e r e n t t y p e s o f r e s u l t s a p a r t f r o m c o n c e n t r a t i o n 

o f t h e s a m p l e a n d w a s e a s y t o u s e , t h e r e a d i n g s w e r e o f t e n i n a c c u r a t e a n d s u s c e p t i b l e 

t o e r r o r s t h a t c o u l d n o t b e l i n k e d t o h u m a n f a c t o r . Q u b i t 4 F l u o r o m e t e r h a s 

p e r f o r m e d s i g n i f i c a n t l y m o r e c o n s i s t e n t l y i n t h e m e a s u r e m e n t s o f t h e o b t a i n e d 

c o n c e n t r a t i o n s a n d t h e u s e o f t h e m a c h i n e i t s e l f w a s v e r y s i m p l e a n d u s e r f r i e n d l y , 

b u t t h e p r e p a r a t i o n f o r t h e m a c h i n e c a l i b r a t i o n a n d t h e s a m p l e p r e p a r a t i o n w a s t i m e 

c o n s u m i n g a n d n o t as s t r a i g h t f o r w a r d . T h e d i s s i m i l a r i t y i n p e r f o r m a n c e b e t w e e n t h e 

t w o m a c h i n e s i s s o m e w h a t e x p l a i n e d b y t h e p r i c e d i f f e r e n c e , s i n c e Q u b i t 4 

F l u o r o m e t e r i s o n a v e r a g e 1 0 0 0 $ m o r e e x p e n s i v e t h a n N a n o D r o p 1 0 0 0 U V V i s i b l e 

S p e c t r o p h o t o m e t e r . 
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6. Conclusion 

N u c l e o S p i n D N A I n s e c t K i t h a s o v e r a l l p r o v e n as t h e b e s t m e t h o d o f e x t r a c t i o n f o r 

t h e p u r p o s e o f f o r e n s i c r e s e a r c h , d u e t o t h e h i g h s u c c e s s r a t e i n d o w n s t r e a m u s e s o f 

t h e o b t a i n e d s a m p l e . T h e p r i c e c a n b e a l i m i t i n g f a c t o r t h a t s h o u l d b e t a k e n i n t o 

a c c o u n t , b u t t h e r e s u l t i n g y i e l d f r o m t h i s m e t h o d j u s t i f i e s t h e h i g h e r c o s t o f 

s a m p l i n g . E v e n t h o u g h o t h e r m e t h o d s , s u c h as d i r e c t P C R , m a y t a k e l e s s t i m e a n d 

h a v e a l o w e r c o s t , t h e p o s s i b i l i t y o f u n s u c c e s s f u l r e s u l t s f r o m a v a l u a b l e a n d l i m i t e d 

s a m p l e s t a k e n f r o m r e m a i n s i s h i g h . T h e r e f o r e , w h e n c o n s i d e r i n g t h e t h r e e p r e s e n t e d 

m e t h o d s a n d t h e d e m a n d s o f t h e f i e l d o f f o r e n s i c e n t o m o l o g y , N u c l e o S p i n D N A 

I n s e c t K i t c a n b e r e c o m m e n d e d as t h e p r e f e r r e d m e t h o d o f e x t r a c t i n g t h e D N A f r o m 

t h e c o l l e c t e d i n s e c t s p e c i m e n . 
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