Zatacznik nr 1 do SIWZ

Zatacznik nr 1 do Umowy Nr .....

Szczegotowy Opis Przedmiotu Zamoéwienia

Weryfikacja wystepowania zétwia btotnego (Emys orbicularis orbicularis)
z wykorzystaniem analizy DNA srodowiskowego metodg qPCR
na obszarach Natura 2000 w wojewoédztwie lubelskim
w ramach realizacji projektu
»Lubelska Natura 2000 — wdrazanie planéw zadan ochronnych”
POIS.02.04.00-00-0024/16.

Fundusze €=) Uni i

i nia Europejska
Europejskle : / Fundusz Spéjnosci
Infrastruktura i Srodowisko r

Projekt wspotfinansowany ze srodkéw Funduszu Spéjnosci w ramach Programu Operacyjnego Infrastruktura i Srodowisko na lata 2014-2020

Zatgcznik nr 1 do SIWZ / Zatgcznik Nr 1 do Umowy Nr .........

WOF.261.7.3.2018. WM . . . PR
Szczegdbtowy opis przedmiotu zamodwienia

Strona 1z 11




Zadanie polega na pobraniu 100 prébek wody o objetosci 250 ml oraz wykonaniu analiz
laboratoryjnych polegajgcych na potwierdzeniu obecnosci kwasu dezoksyrybonukleinowego
zwanego dalej DNA zoilwia btotnego metodg quantitative Polimerase Chain Reaction
enzymatycznej amplifikacji in vitro specyficznych sekwencji DNA zwang dalej metodg gPCR
przedstawiong w szczegdétowym opisie przedmiotu zamowienia.

Zadanie jest realizowane w ramach projektu wspoffinansowanego przez Unie Europejskg ze
$rodkéw Funduszu Spaéjnosci w ramach Programu Operacyjnego Infrastruktura i Srodowisko
pt. Lubelska Natura 2000 - Wdrazanie planéw zadan ochronnych POIS.02.04.00-000024/16.

. Przedmiot zaméwienia
Przedmiotem zamowienia jest weryfikacja wystepowania zétwia btotnego (Emys orbicularis
orbicularis) z wykorzystaniem analizy DNA srodowiskowego (ang. eDNA - environmental

DNA) metodg gPCR w obszarach Natura 2000 i innych w woj. lubelskim.

Szacowanie obejmuje dwa etapy prac
Etap 1.
Pobranie 100 prébek wody o objetosci 250 ml w okresie od dnia podpisania umowy do dnia
15 maja 2018 r. z 50 stanowisk. Lokalizacja miejsc pobrania prébek wody oraz metoda

wykonania badan zostata wskazana w opisie przedmiotu zamdwienia.

Etap 2.
Analiza laboratoryjna obecnosci DNA Zétwia btotnego metodg qPCR przedstawiong w opisie

przedmiotu zamowienia - 100 prébek - analizy gPCR w pieciu powtérzeniach.

Z wykonanych prac Wykonawca sporzadzi sprawozdanie w ilosci 3 egzemplarzy
w formie maszynopisu i w formie elektronicznej, kiére obejmowacé bedzie wykaz i opis
wykonanych prac zwierajacych m.in. lokalizacje oraz krotki opis zbiornikow z ktérych
pobrano préby, wyniki analiz laboratoryjnych w formie raportu, podsumowanie wynikow
badan.

Sprawozdanie musi zawiera¢ rowniez czes¢ graficzng (mapy lub kopie map z naniesiong
lokalizacjg punktow poboru prob) i dokumentacje fotograficzng z realizacji zadania

obejmujgcg m.in. zbiorniki wodne (lub ich czesci) z ktérych pobrano proby wody do badan.
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Il. Opis przeprowadzenia procedury monitoringu wystepowania zéiwia btotnego

na podstawie analizy DNA srodowiskowego

Procedura monitoringu zotwia btotnego sktada sie z dwoch zasadniczych etapdw: czesci
terenowej (pobranie préb wody materiatu biologicznego do badan weryfikujgcych obecnos¢
DNA Zotwia btotnego) oraz czesci laboratoryjnej (analiza obecnosci DNA badanego gatunku
metodg qPCR).

1. Opis czesci terenowej

Z kazdego stanowiska zostang pobrane dwie probki wody, kazda o objetosci 250 ml. Prébki
muszg by¢ zebrane w okresie od dnia podpisania umowy do 15 maja 2018 r. Jest to
spowodowane tym, ze DNA wolniej rozktada sie w nizszych temperaturach. Zebrane probki
muszg by¢ przewozone w niskiej temperaturze (przedziat temp: od 0 do 10° C) i w ciggu
48 godzin od pobrania powinny by¢ przefiltrowane.

Materiat biologiczny do badan DNA nalezy pozyskaé z prébek wody poprzez filtracje
w zestawie do filtracji prozniowej. Do filtracji nalezy zastosowaé filtry membranowe MF-
Millipore™ z mieszanego estru celulozy — rozmiar sgczka 47 mm, rozmiar poréow 0,45um.
Materiat genetyczny w uzyskanych filtratach bedzie konserwowany poprzez mrozenie
filtratéw w sterylnych pojemnikach do temp. -20°C. Zabezpieczone probki zostang nastepnie
przewiezione do laboratorium w celu przeprowadzenie analiz DNA. O zakonczeniu prac
terenowych, czyli pobraniu i przefiltrowaniu prébek wykonawca na pismie (pismo, faks,

e-mail) zawiadomi zamawiajgcego.

2. Opis metodologii laboratoryjnych analiz DNA srodowiskowego
(metoda gPCR)

Procedura analiz molekularnych obejmowac bedzie nastepujace etapy:

a) Ekstrakcja DNA genomowego zestawem do izolacji DNA z probek srodowiskowych
o sladowej zawartosci materiatu genetycznego z wykorzystaniem syntetycznego DNA do
monitorowania skutecznosci ekstrakcji i obecnosci inhibitoréw tahcuchowej reakgciji
polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction) zwanej dalej reakcjg PCR.

b) Analiza gPCR przeprowadzona z wykorzystaniem starteréw reakcji PCR i sondy TagMan
specyficznych dla analizowanego gatunku (sekwencja sondy przetestowana in silico pod
katem specyficznosci wzgledem badanego gatunku oraz braku komplementarnosci
w odniesieniu do gatunkéw zasiedlajgcych ten sam biotop co z6tw bfotny). Para starteréw

i sonda TagMan empirycznie dobrane na podstawie analizy sekwencji genu cytb dla

Fundusze €=) Uni i

i nia Europejska
Europejskle : / Fundusz Spéjnosci
Infrastruktura i Srodowisko r

Projekt wspotfinansowany ze srodkéw Funduszu Spéjnosci w ramach Programu Operacyjnego Infrastruktura i Srodowisko na lata 2014-2020

Zatgcznik nr 1 do SIWZ / Zatgcznik Nr 1 do Umowy Nr .........

. . . PR Strona 3 z 11
Szczegdbtowy opis przedmiotu zamodwienia

WOF.261.7.3.2018.WM




zOtwia btotnego dostepnych w bazie GenBank ze szczegdélnym uwzglednieniem linii
ewolucyjnych zidentyfikowanych na terenach objetych badaniem.
Analiza gPCR prébek srodowiskowych prowadzona w pieciu powtdrzeniach w obecnosci
NTC i PTC.

c) Analiza pod katem wystepowania DNA w zbadanych préobkach.
Wyniki analiz powinny by¢ zestawione w formie raportu. Raport powinien zawierac
tabelaryczne zestawienie wynikéw, w tym réwniez wynikéw dla poszczegdlnych
powtdrzen, PTC i NTC dla kazdej analizowanej proby.
Raport powinien zawiera¢ okreslenie progu wykrywalnosci zastosowanej metody na
podstawie przeprowadzonej analizy seryjnych rozcienczen DNA uzyskanego z prébek

referencyjnych zétwia btotnego.

lll. Termin realizacji zamoéwienia
Od daty zawarcia umowy do dnia 19 listopada 2018 r., w tym:
a) prace terenowe: od daty zawarcia umowy do dnia 15 maja 2018 r.
b) analizy laboratoryjne i opracowanie wynikéw: do dnia 1 listopada 2018 r.

c) ztozenie sprawozdania do zamawiajgcego: do dnia 19 listopada 2018 r.
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IV. Lokalizacja powierzchni monitoringowych

Miejscowos¢ Gmina Powiat Forma ochrony X y
Janow Podlaski Janow Podlaski bialski 787005.52| 488766.2
Wdlka Polinowska Konstantynéw bialski 783270.60|486279.60
Cielesnica Rokitno bialski 796622.34|485116.68
Neple-Krzyczew Terespol bialski PLH140001 Ostoja Nadbuzanska 808927.08|484020.74
Gorska Wies (Olszyn) Rokitno bialski 799836.48| 482815.7
Puchacze Miedzyrzec Podlaski bialski 767252.51|468189.05
Zdzary tukow tukowski PLH060108 Jata 721247.28|459431.93
Ortel Ksigzecy Biata Podlaska bialski 792180.19|464898.31
Lebiedziew Terespol bialski Nadb“iaﬁsﬂgj%ﬁzrzghm”ionego 816427.57|474588.45
Kletnia Stezyca rycki PLH140033 Podebtocie 690925.75|420391.98
Sobieszyn Utez rycki PLH060051 Dolny Wieprz 719368.03|417478.08
Befczac Czemierniki radzynski PLB060004 Dolina Tysmienicy 747261.26|428163.25
Lichty Czemierniki radzynski PLB060004 Dolina Tysmienicy 749930.38(433679.08
Skoki Czemierniki radzynski PLB060004 Dolina Tysmienicy 753925.4 |432957.47
Jezioro Siemien parczewski PLB060004 Dolina Tysmienicy 758504.80(428375.09
R ]
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Miejscowos¢ Gmina Powiat Forma ochrony X y
Tysmienica Parczew parczewski PLB060004 Dolina Tysmienicy 766606.17|416977.43
Stawy Prokop Parczew parczewski PLB060004 Dolina Tysmienicy 767820.29|415287.61
Jedlanka Uscimow ubartowski | - o Kraiobrazowy Pojezierze - \77367 65|412051.08
eczynskie
Biatka Debowa Ktoda parczewski PLB060006 Lasy Parczewskie 778738.09|415837.41
Zbojno Sosnowica parczewski Poleski Park Narodowy 787497.041410198.03
Zastawie Urszulin wiodawski Poleski Park Narodowy 795926.90(398270.47
Jagodno Ludwinow teczynski Poleski Park Narodowy 781470.43|402331.62
Dothobrody Hanna wiodawski PLH060032 Poleska Dolina Bugu 813183.92|434038.84
Nowiny Stary Brus wiodawski Poleski Park Narodowy 794895.41| 408675.3
Dubeczno Hanhsk witodawski PLH060043 Lasy Sobiborskie 808437.73| 406046.8
Osor‘]";iig’l’:}’:)ok'e Hansk wlodawski PLHO060043 Lasy Sobiborskie 810736.92|403991.74
Osowa | Hanhsk witodawski PLH060043 Lasy Sobiborskie 815281.67|402229.18
Osowa Il (ciek) Hanhsk witodawski PLH060043 Lasy Sobiborskie 816111.86|403235.85
Zbereze (j.Brudno) Hanhsk witodawski PLH060043 Lasy Sobiborskie 822308.14|403346.52
Konstantynéwka Hanhsk witodawski 807880.83|398116.37
Wojciechow Harisk wiodawski | Chetmski Obszar Chronionego 45733 851397422 07
Krajobrazu
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Miejscowos¢ Gmina Powiat Forma ochrony X y
Ostréwek Podyski Cycow teczynski PLH060009 Jeziora Usciwierskie 788888.01|395399.45
Dziadowice Sawin chetmski Chetmski Park Krajobrazowy 805628.32|389508.29
Sawin Sawin chetmski 813085.22|387028.05
Nowosidtki Chetm chetmski PLH060064 Nowosiofki (Julianow) 81668.49 |377847.72
Mogielnica Siedliszcze chetmski 794634.47|380364.88
Kuréw-Szumoéw Kuréw putawski 721944 .96|398806.63
Oblasy-Kochanow Janowiec putawski 697963.74|393973.41
Janowice Janowiec putawski PLHO60045 Przetom Wisty 700807.36| 388057.4
w Matopolsce
Bronowice Putawy putawski 703797.41|400952.01
Zalesie Kanskie Rejowiec Fabryczny chetmski PLH060065 Pawtow 790970.0 |371608.22
Turka Dorohusk chetmski | PLB060003 Dolina Srodkowego Bugu [836123.58|372687.37
Starosiele Dubienka chetmski PLH060032 Poleska Dolina Bugu 843767.67|362828.07
Puszcza Zmudz chetmski Chetmski Obszar Chronionego | 359508 91|367468.58
Krajobrazu
Wieprzec k. Hubale Zamos$c¢ zamojski | PLHO60087 Dolina tabunki i Topornicy [794797.41|319339.48

Fundusze
Europejskie
Infrastruktura i Srodowisko

Unia Europejska
Fundusz Spéjnosci

Projekt wspéifinansowany ze srodkéw Funduszu Spojnosci w ramach Programu Operacyjnego Infrastruktura i Srodowisko na lata 2014-2020

WOF.261.7.3.2018.WM

Zatgcznik nr 1 do SIWZ / Zatgcznik Nr 1 do Umowy Nr .........
Szczegdtowy opis przedmiotu zamdwienia

Strona 7 z 11




Miejscowos¢ Gmina Powiat Forma ochrony X y
Aleksandréw Aleksandréw bitgorajski |PLH060034 Uroczyska Puszczy Solskiej|779552.83(294427.63
Kolonia Ltukowa tukowa bitgorajski PLH060097 Dolina Dolnej Tanwi 782253.71|287264.29
Dabrowica Bitgoraj bitgorajski |[PLH060034 Uroczyska Puszczy Solskiej|758337.81{306106.32
Borowina Jozefow bitgorajski PLB060012 Roztocze 786199.55|299608.34
Aleksandréw Aleksandréw bitgorajski |PLH060034 Uroczyska Puszczy Solskiej|779552.83(294427.63

W przypadku braku mozliwosci pobrania prob wody z obiektéw wskazanych w tabeli powyzej zamawiajgcy dopuszcza mozliwos¢
zmiany lokalizacji powierzchni monitoringowych i wskaze nowg lokalizacje oddalong nie dalej niz 5 km od dotychczasowe.
tgczny zakres zmian lokalizacji powierzchni monitoringowej nie moze przekroczy¢ 10 obiektow.

Zmiana, o ktérej mowa wyzej nie powoduje koniecznosci zmiany Umowy.
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StOWNIK POJEC

WYKORZYSTYWANYCH W Szczegétowym OPISIE PRZEDMIOTU
ZAMOWIENIA

1. Kontrola ekstrakcji DNA
Umozliwia walidacje etapu ekstrakcji DNA 2z probek Srodowiskowych. W probkach
Srodowiskowych mogag sie znajdowac inhibitory, ktore uniemozliwiajg skuteczng ekstrakcje
DNA Ilub powodujg jego degradacje. Kontrola ekstrakcji DNA zawiera znane stezenie
komorek, ktore zawierajg kontrolng sekwencje DNA. Komorki zawierajgce wewnetrzny
kontrolny DNA dodaje sie do buforu do lizy z badang probka przed ekstrakcjg DNA. Po
ekstrakcji mieszaning DNA z DNA kontrolnym poddaje sie amplifikacji. Obecno$¢ DNA
kontroli wewnetrznej potwierdza powodzenie etapu ekstrakcji i zmniejsza szanse uzyskania
fatszywie ujemnego wyniku w probce DNA (tzn. DNA badanego gatunku byto obecne, ale nie
zostato wykryte np. W wyniku obecnosci inhibitoréw, amplifikacia DNA kontrolnego
potwierdza prawidfowy przebieg wczesniejszych etapoéw analizy). Kontrola czyli syntetyczny
DNA ma sekwencje bez homologii z Zadnym znanym organizmem i zostata zaprojektowana

tak, aby nie zaktocac wykrywania DNA badanego gatunku.

2. Walidacja
Ogoft czynnosci majgcych na celu zbadanie odpowiedniosci, trafnosci lub doktadnosci czegos
(Stownik PWN). W naukach technicznych dziatanie majgce na celu potwierdzenie w sposob
udokumentowany i zgodny z zatozeniami, Zze procedury, procesy, urzgdzenia, materiaty,

czynno$ci i systemy rzeczywiscie prowadzg do zaplanowanych wynikow (WIKIPEDIA).

3. In silico
Jest wykorzystywane w znaczeniu "wykonywane na komputerze lub za pomocg symulacji
komputerowej”, termin ten oznacza iz zaprojektowane sondy zostaty sprawdzone pod
wzgledem podobienistwa do gatunkow innych niz zotw btotny w celu wyeliminowania ryzyka
wynikow pozytywnie fatszywych (tzn. DNA gatunku badanego nie byto obecne
w probee, ale wynik uzyskany byt pozytywny, bo pochodzit od innego gatunku o sekwencji
DNA takiej jak sekwencja sondy). Do przeprowadzenia tej analizy wykorzystano sekwencje

DNA Zétwia btotnego uzyskane w trakcie wltasnych badan oraz sekwencje DNA wszystkich
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gatunkéw dostepnych w bazie GenBank oraz narzedzia informatyczne z rozbudowanymi

algorytmami poréownan sekwencji DNA.

4. GenBank
To otwarta i dostepna w internecie amerykanska bioinformatyczna baza danych zawierajgca
zbiér sekwencji nukleotydowych. Baza GenBank jest zbiorem sekwencji pochodzgcym
z jednostek naukowych | badawczych z catego S$wiata oraz baz wielkoskalowych. Zawiera
informacje na temat sekwencji DNA, RNA i biatek, obecnie najwieksza dostepna baza

danych o sekwencjach DNA.

5. NTC
(No Template Control) tzw. kontrola czystosci odczynnikéw, reakcja PCR zawierajgca
wszystkie odczynniki oprocz DNA, wynik pozytywny reakcji Swiadczy o zanieczyszczeniu
odczynnikéw, kontrola negatywna powinna dac¢ negatywny wynik testu (eliminacja wynikéw

pozytywnie fatszywych)

6. PTC
Pozytywna kontrola reakcji, zawiera wszystkie odczynniki reakcji PCR oraz DNA
wyizolowane z probki referencyjnej dla danego gatunku o znanym stezeniu, informuje
o prawidfowosci zachodzgcej reakcji, kontrola pozytywna powinna dac pozytywny wynik
testu (eliminacja wynikéw fatszywie negatywnych gdy wynik negatywny moze wynikac
z problemow zwigzanych z samg reakcjg a nie z braku obecnosci DNA szukanego gatunku

w prébce).

7. PCR
tancuchowa Reakcja Polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction) to metoda in vitro
powszechnie stosowana w biologii i medycynie molekularnej. Podstawowg zasadg tej
metody jest powielanie okreslonej sekwencji DNA w niewielkiej probéwce. Opisana

i zastosowana po raz pierwszy w 1985 roku przez Saiki i wsp. (1985).

8. Sondy TagMan
To sg krotkie oligonukleotydy (fragmenty kwasdéw nukleinowych o dfugosci od kilkunastu do
kilkuset nukleotydéw) zawierajgce na koncu 5’ znacznik fluorescencyjny, a na koncu 3’

czgsteczke wygaszajgcg fluorescencje (WIKIPEDIA).
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To sondy hydrolizujgce emitujgce fluorescencje, gdy aktywnos¢ egzonukleazowa enzymu
polimerazy Taq w kierunku 5™-3' nici DNA hydrolizuje sonde. Analiza na bazie sondy TagMan
wykorzystuje odciecie pojedynczej czgsteczki sondy od nici DNA szukanego gatunku, a wiec
intensywno$¢ sygnatu fluorescencji jest uzalezniona od liczby kopii DNA gatunku szukanego.
Sonda zawiera zaréwno reporter fluorescencyjny jak i fluorescencyjny wygaszacz. Kiedy
sonda jest nienaruszona, barwnik wygaszajgcy jest wystarczajgco blisko barwnika
reporterowego aby ttumi¢ sygnat fluorescencyjny reportera (wygaszanie fluorescencji za
pomocg FRET - zjawiska bezpromienistego transferu energii). Podczas PCR, aktywno$c
nukleazowa 5' polimerazy rozszczepia sonde przytgczong do nici DNA gatunku szukanego,
oddzielajgc reporter | wygaszacz | pozwala barwnikowi reporterowemu emitowac

fluorescencje.

9. Startery reakcji PCR
To syntetyczne, krotkie fragmenty DNA o okreslonej sekwencji. Sg to jednoniciowe
sekwencje DNA, sktadajgce sie z ok 18-30 nukleotydow. Kazda z nich jest komplementarna
do jednego z koncow sekwencji DNA badanego gatunku. Po potgczeniu sie starterow
Z sekwencjg DNA gatunku polimeraza DNA wydtuza kazdy ze starterow dobudowujgc druga
nic DNA na nici matrycowej, do ktorej dotgczyt sie starter. W ten sposob nastepuje

amplifikacja czyli klonowanie DNA badanego gatunku.
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