PREGLEDNI CLANAK

DNK taksonomija

Magda Sindici¢, Tomislav Gomercic i Helena Cetkovié

Uvod
Smatra se da carstvo Zivotinja
obuhvacda najmanje 10 milijuna

vrsta, rasporedenih u milijjun rodova
(Hebert i sur., 2003.a). Identifikacija i
sistematika Zivotinjskih vrsta bazirana na
morfoloskim obiljeZjima je nedostatna te
se sve viSe namece potreba razlikovanja
vrsta na temelju genetskih obiljezja —
tzv. DNK taksonomija (Herbert i sur.,
2003.a). Pristup se temelji na analizi
malih segmenata genoma, pri cemu
slijed nukleotida zapravo predstavlja
jedinstveni barkod pohranjen u svakoj
stanici (Hebert i sur., 2003.a), s time da
je varijacija nukleotida unutar iste vrste
puno manja nego varijacija izmedu
vrsta (Savolainen i sur., 2005.). Pri tome
sekvence referentnih uzoraka DNK
(barkodovi), zajedno s ostalim podatcima
o vrsti, pohranjene u jedinstvenoj javno
dostupnoj bazi, sluze kao standard
za usporedbu istraZivanih uzoraka
(Tautz i sur., 2003.). Identifikacija vrsta
temeljem malih segmenata DNK Siroko
je  prihvacena ponajprije prilikom
istrazivanja vrsta koje je teSko razlikovati
na temelju morfoloskih obiljezja, poput
protista, bakterija i virusa (Nanney, 1982.,
Pace, 1997., Allander i sur., 2001.), no
ucinkovitost ove metode je ocita i kod
vis$ih organizama (Brown i sur., 1999,

Bucklin i sur, 1999. Trewick, 2000.,
Vincent i sur., 2000., Wells i sur., 2001.).
Da bi se uspostavio jedinstveni
sustav DNK - taksonomije potrebno je
bilo identificirati jedinstveni marker koji
bi se koristio za tu svrhu. U usporedbi
s nuklearnom DNK mitohondrijski
genom je prepoznat kao bolji alat za
identifikaciju vrsta zbog haploidnog
nasljedivanja (nasljedivanje samo po
majcinskoj liniji), izostanka introna
(nekodiraju¢ih dijelova) i ogranicenih
rekombinacija Sto smanjuje raznolikost
haplotipova unutar vrsta (Saccone i sur.,
1999.). Mitohondrijska se DNK (mtDNK)
u stanici javlja u velikom broju kopija sto
omogucuje uspjesniju izolaciju iz uzoraka
loSe kvalitete DNK, nego je moguce
prilikom izolacije nuklearne DNK
(Carracedo i sur., 2000.). Dosadasnja su
istraZivanja ribosomalnih gena 12S i
16S pokazala njihove nedostatke za Siru
uporabu prilikom identifikacije vrsta
zbog ucestalih insercija i delecija, Sto
otezava poravnavanje sekveci (Doyle i
Gaut, 2000.). Gen citokrom C oksidaza
podjedinica 1 (COI) identificiran je kao
dobar genetski marker za razlikovanje
vrsta zbog dvije ¢injenice — univerzalne
pocetnice umnaZaju segmente gotovo
svih Zivotinjskih vrsta (Folmer i sur,
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1994., Zhang i Hewitt, 1997.), a brzina
evolucijskih ~ promjena ovog gena
omogucava razlikovanje srodnih vrsta,
ali i filogeografskih skupina wunutar
jedne vrste (Cox i Hebert, 2001., Wares i
Cunningham, 2001., Hebert i sur., 2003.b).
Ujedno, promjene aminokiselinskih
sekvenci javljaju se puno sporije kod
COI nego kod drugih mitohondrijskih
gena, poput citokroma b (Lynch i Jarrell,
1993.) pa je analizom aminokiselinskih
sekvenci  neidentificiranog = uzorka
moguce prvo utvrditi pripadnost visoj
taksonomskoj skupini (koljeno, red) te
zatim usporedbom nukleotidnih sekvenci
utvrditi vrsnu pripadnost (Hebert i sur.,
2003.b).

Enzim citokrom C oksidaza (u
engleskom jeziku poznat i kao Complex
IV ili cox) veliki je transmembranski
protein  prokaritoskih ~ stanica i
mitohondrija, a sudjeluje u prijenosu
elektrona u procesu stanicnog disanja.
Graden je od 3 do 5 podjedinica kod
bakterija te 13 podjedinica kod sisavaca.
Kod sisavaca enzim sadrzi 13 polipeptida
od kojih je troje (kataliticke podjedinice
I I i II) kodirano mitohondrijskim
genima, dok se za sintezu preostalih 10
podjedinica geni nalaze u nuklearnoj
DNK (Kadenbach i sur., 1983.). Gen koji
kodira za sintezu podjedinice I (COI)
smjeSten je u kruznom lancu mtDNK
(slika 1) i dug je oko 1650 parova baza
(pb) (slika 2).

Slika 1. Prikaz gena mitohondrij-
ske DNK psa (Canis lupus familia-
ris) (izvor sekvence GenBank baza

HM048871)
Paul Hebert i suradnici su prvi
predlozili uporabu COI gena kao

univerzalnog identifikacijskog markera za
sve zivotinjske vrste (Hebert i sur., 2003.b,
Hebert i sur.,, 2003.a, Savolainen i sur,
2005.). Hebert i sur. (2003.b) zakljucuju
da je COI ucinkovit marker za sustav
DNK-taksonomije, s visokom razinom
raznolikosti i jednostavan za primjenu.
Istrazili su wuzorke 200 predstavnika
roda Lepidoptera, jednog od taksonomski
najraznolikijih Zivotinjskih skupina no s
najmanjom raznolikos¢u sekvenci. Svakom
je istrazenom uzorku pomocu analize gena
COI sa 100% sigurnos¢u odredena vrsna
pripadnost te je utvrdeno da se sekvence
vrsta medusobno razlikuju za najmanje
3%. Zatim su Hebert i sur. (2003.a) istrazili
raznolikost vise od 13 000 COI sekvencdi,
koje su obuhvacale predstavnike 13
sistematskih koljena te su zakljucili da
se analizom COI gena rutinski moze
odrediti pripadnost vrsti (uz iznimku
jednog koljena). Autori naglaSavaju
opravdanost razvoja COI identifikacijskog
sustava za sve zivotinjske vrste, bududi
su nukleotidne sekvence ovog markera
dovoljno raznolike za prepoznavanje
svih, osim evolucijski najmladih vrsta
(Hebert i sur., 2003.b). Smatraju da bi se
uporabom jedinstvenog sustava DNK-
taksonomije mogle kvantificirati granice
vrsne raznolikosti omoguceno bi bilo
objektivno  taksonomsko  razlikovanje
srodnih vrsta, vrsta koje su morfoloski
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1 atgttcatta accgatgatt gttctccact aatcacaagg atattggtac

51 tttatactta ctatttggag catgagcecgg tatagtaggc actgcecttga
101 gectectcat ccgagecgaa ctaggtcage ceggtacttt actaggtgac
151 gatcaaattt ataatgtcat cgtaaccgcc catgctttcg taataatctt
201 cttcatagtc atgceccatca taattgggge ctttggaaac tgactagtge
251 cgttaataat tggtgctecg gacatggceat tcceecgaat aaataacatg
301 agcttctgac tecttectece atectttett ctactattag catcttctat

351 ggtagaagca ggtgcaggaa cgggatgaac cgtatacccce ccactggcetg
401 gcaatctggc ccatgcagga geatccgttg accttacaat tttctectta
451 cacttagccg gagtctctte tattttaggg geaattaatt tcatcactac
501 tattatcaac ataaaacccc ctgcaatatc ccagtatcaa actccectgt
551 ttgtatgatc agtactaatt acagcagttc tactcttact atccctgect
601 gtactggctg ctggaattac aatactttta acagaccgga atcttaatac
651 aacatttttt gatcccgetg gaggaggaga ccctatecta tatcaacacc
701 tattctgatt cttcgggcat cctgaagttt acattcttat cctgeecgga
751 ttccgaataa tttctcacat tgtcacttac tactcaggga aaaaagagec
801 tttcggttat ataggaatag tatgagcaat aatatctatt gggetttttag
851 gctttatcgt atgagctcac catatgttta ccgtaggaat agatgtagac
901 acacgagcgt actttacgtc cgecactata attatcgcta ttccaacggg
951 agtaaaagta tttagttgac tggcaacact tcatggaggc aatattaaat
1001 gatctccagce tatgctatga getttagggt ttattttctt atttacagta
1051 ggcgggttaa caggtattgt cctagetaat tegtecttag acatcgttet
1101 tcatgataca tattatgttg tggctcattt tcactatgtg ctttcaatag
1151 gagcagtttt tgccattatg ggaggatttg cccactgatt cectttatte
1201 tcaggttata ctcttaacga tacttgagca aagattcact ttacaattat
1251 gtttgtgega gtaaatataa ctttcttcec tcaacatttc ctaggtttat
1301 ctggaatacc tcgtcgatac tctgactacc cagatgcata tactacctga
1351 aataccgtct cctctatagg atcgtttate tcgettacag cggtgatgcet
1401 tataattttt atgatctggg aagcctttge atccaaacga gaagttgcta
1451 tagtagaact tactacaact aacattgagt gactacatgg atgtcccect
1501 ccataccaca cgttcgaaga acctacatat gtgatccaaa aataa

Slika 2. Sekvenca COl gena psa (Canis lupus familiaris) s oznacenim lokusima vezanja univerzalnih
pocetnica (Folmer i sur., 1994.) (izvor sekvence GenBank baza HM048871)

slicne te vrsta koje u razlic¢itim zZivotnim
stadijima imaju razli¢ite morfoloske oblike.
Dawnay i sur. (2007.) smatraju da COI
moze imati i veliku primjenu u foreznici.
Proveli su validacijsku studiju za uporabu
gena COI u forenzicke svrhe, pri ¢emu su
testirali preciznost markera pri razlicitim
uvjetima (poput koncentracije istraZivane
DNK, uvjeti PCR reakcije, kontaminacija
kemikalijama i humanom  DNK).
Rezultati istrazivanja su pokazali da je
gen COI pouzdan marker za identifikaciju
zivotinjskih vrsta, ukoliko je dostupna

pouzdana baza referentnih sekvenci te
da razliciti uvjeti prilikom izolacije DNK
i PCR reakcije ne kompromitiraju toc¢nost
identifikacije vrste.

Uporaba gena COI za identifikaciju
vrsta ogranicena je kod biljaka (osim u
algi) zbog slabe varijacije mitohondrijske
DNK (Saunders, 2005.) te kod krizanaca
kod kojih je za identifikaciju vrste
potrebna i analiza nuklearnih gena
(Hebert i sur, 2003.b). Kod pojedinih
taksonomskih skupina COI nije ucinkovit
za razlikovanje srodnih vrsta te se kod
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takvih vrsta kao barkod prihvacaju drugi
markeri.

Preduvjet uporabe barkodova za
identifikaciju vrsta je bilo osnivanje
baze podataka koja ce povezivati
sekvence (barkodove) i vrste (Savolainen
i sur, 2005.) te sluziti kao globalni
bioidentifikacijski sustav (Hebert i
sur.,, 2003.b) Prirodoslovni muzeji
identificirani su kao mnajbolji nositelji
ovog projekta, jer predstavljaju izvor
DNK sekvenci referalnih primjeraka
istrazenih vrsta. S tim ciljem osnovana
je organizacija “Consortium for the
Barcode of Life” (CBOL) koja povezuje
preko 170 svjetskih institucija ukljucenih
u prikupljanje sekvenci za bazu
barkodova. Pokrenuti su i projekti ciljani
na prikupljanje barkodova odredenih
zivotinjskih skupina, poput projekta
“"Census of Marine Life” kojem je cilj
istraziti raznolikost morskih Zivotinja
ili ”All Birds Barcoding Initiative”.
Arhiviranje je prikupljenih sekvenci
COI gena organizirano putem BOLD
programske  platforme  kojoj se
pristupa putem Internet stranice www.
barcodinglife.org, a posebno je za ovaj
projekt razvijen racunalni program
koji olakSava prikupljanje, obradu i
pretraZzivanje  pohranjenih  podataka
(Ratnasingham i Hebert, 2007.). Unos
podataka organiziran je i putem
GenBank baze, najvece javne internet
baze nukleotidnih i proteinskih sekvenci,
kojom upravlja National Center for
Biotechnology  Information = (NCBI)
(Benson i sur., 2000.). U bazu registrirani
korisnici pohranjuju barkodove (650
parova baza duge sekvence COI gena, u
FASTA formatu) te informacije o uzorku
— jamstvo vrsne pripadnosti, geografsku
lokaciju  podrijetla uzorka, datum
uzorkovanja i podatke o KkoriStenim
pocetnicama. Pripremljene su upute za
optimalne uvjete laboratorijskog rada,
koje osiguravaju uniformnost i tocnost

sekvenci  (www.barcoding.si.edu/pro-
tocols.html). Univerzalne pocetnice za
amplifikaciju mitohondrijskog gena COI
(tablica 1) amplificiraju 658 pb s 5" kraja
gena i amplificiraju gen kod gotovo svih
zivotinjskih vrsta (Folmer i sur., 1994.).
Moszczynska i sur. (2009.) su istrazili
koljeno plosnjaka (Platyhelminthes), koje
obuhvaca oko 24 000 vrsta koje je tesko
morfoloski razlikovati. Autori potvrduju
ucinkovitost gena COI za razlikovanje
vrsta plosnjaka te pri tome preporucuju
uporabu pocetnica specificnih za nize
taksonomske grupe, kao Sto je porodica.
Dawnay i sur. (2007.) takoder smatraju da
bi se osim univerzalnih pocetnica trebale
koristiti i specificnije pocetnice koje
umnazaju krade fragmente, kako bi se na
taj nacin izbjegle pogrjeSke koje nastaju
prilikom zagadenja stranom DNK.
Ivanova i sur. (2010.) u laboratorijskom
protokolu za DNK-taksonomiju
preporucuju da se u pocetku istrazivanja
dizajniraju nove pocetnice, specificne
za istrazivanu grupu, da bi se dobili
optimalni rezultati.

Jedinstveni sustav DNK taksonomije
ima veliki potencijal za identifikaciju i
klasifikaciju vrsta te ekoloska istrazivanja
(Savolainen i sur., 2005.). Vazna je
primjena za otkrivanje vrsta koje su
morfoloski sli¢ne, no genetski razlicite
(Hebert i sur., 2004.), Sto je vidljivo
prilikom identifikacije dvije vrste africkih
slonova (Roca i sur., 2001.). Ovaj pristup
omogucava i povezivanje morfoloski
razli¢itih Zivotnih stadija iste vrste (npr.
larvalnog i adultnog stadija) te moze
imati Siroku primjenu u biomedicini
(identifikacija  uzrocnika  oboljenja),
poljoprivredi (Stetnici), zastiti vrsta i
provedbi zakonodavstva (npr. kontrola
prometa ugrozenim vrstama i kontrola
krivolova). Veliki je dio znanstvene
zajednice prihvatio ovaj pristup te su
se DNK barkodovi koristili prilikom
istrazivanja morskih organizama

E
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Tablica 1. Univerzalne pocetnice za amplifikaciju mitohondrijskog gena COI (Folmer i sur., 1994.).

Naziv pocetnice  Sekvenca pocetnice

LCO1490
HC02198

(Shander i Willassen, 2005., Bucklin i
sur., 2010., Jennings i sur., 2010., Harcet i
sur., 2010., Naro-Maciel i sur., 2010.), riba
(Mason, 2003., Ward i sur., 2005., Ward i
sur., 2008., Valdez-Moreno i sur., 2009.),
meiofaune tla (Blaxter i sur., 2004.), ptica
(Lambert i sur., 2005., Yoo i sur., 2006.,
Kerr i sur., 2007.), insekata (Janzen, 2005.,
Smith i sur., 2005., Armstrong i Ball, 2005.,
Hulcer i sur., 2007., Vaglia i sur., 2008.,
Tang i sur., 2010.), istraZivanja vektora
zaraznih bolesti (Besansky i sur., 2003.)
te zastitu primata (Lorenz i sur., 2005.). U
veterinarskoj medicini DNK taksonomija
korisna je i vaZzna =za identifikaciju
uzro¢nika oboljenja, kontrolu kakvoce
mesnih  namirnica te  forenzicke
sluc¢ajeve. U BOLD sustavu trenutno je
pohranjeno preko 850 000 sekvenci te su
sluzbeno arhivirani barkodovi gotovo
71 000 vrsta. Cilj organizacije CBOL je u
sljede¢ih 20 godina prikupiti barkodove
svih eukariotskih organizama te se
pretpostavlja da ¢e baza sadrzavati oko
100 milijuna sekvenci (Ratnasingham i
Hebert, 2007.).

Sazetak

Smatra se da carstvo Zivotinja obuhvaca
najmanje 10 milijuna vrsta, zbog cega je
identifikacija i sistematika  Zivotinjskih
vrsta bazirana na morfoloskim obiljezjima
nedostatna. DNK taksonomija se temelji
na analizi malih segmenata genoma, pri
¢emu slijed nukleotida zapravo predstavlja
jedinstveni barkod pohranjen u svakoj
stanici. Sekvence referentnih uzoraka DNK
(barkodovi), zajedno s ostalim podatcima
o vrsti, pohranjene u jedinstvenoj javno
dostupnoj bazi, sluze kao standard za
usporedbu istrazivanih uzorakaiidentifikaciju
vrsta. Kao najucinkovitiji jedinstveni genetski
marker prepoznat je mitohondrijski gen

5"- GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3”
5°- TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3”

citokrom C oksidaza podjedinica 1 (COI).
Organizacija “Consortium for the Barcode
of Life” orginizirala je BOLD sustav - bazu
referentnih sekvenci gena COJ, a ciljje prikupiti
barkodove svih eukariotskih vrsta. Uporabom
jedinstvenog sustava DNK-taksonomije mogle
bi se kvantificirati granice vrsne raznolikosti,
a omoguceno je i objektivno taksonomsko
razlikovanje srodnih vrsta, vrsta koje su
morfoloski slicne te vrsta koje u razli¢itim
zivotnim stadijima imaju razlic¢ite morfoloske
oblike. U veterinarskoj je medicini DNK
taksonomija korisna i vazna za identifikaciju
uzroc¢nika oboljenja, kontrolu kakvoée mesnih
namirnica, ekoloska istrazivanja, zastitu vrsta
i provedbu zakonodavstva te forenzicke
slucajeve.
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Animal kingdom includes at least 10 mil-
lion species, being impossible to identify and
classify based only on morphological charac-
teristics. DNA taxonomy is based on the anal-
ysis of short segments of the genome, where
nucleotide sequences represent a unique bar-
code stored in the each cell. A public database
with sequences of the referral DNA samples
(barcodes) and other species data, presents a
standard for species identification. Mitochon-
drial gene cytochrome c oxidase subunit 1
(CQOI) has been identified as an optimal mark-
er for DNA taxonomy. Organization “Consor-

tium for the Barcode of Life” has organized
BOLD system — database for standardized COI
sequences, and the goal is to gather the bar-
codes of all eukaryotic species. Standardized
system of DNA taxonomy enables identifica-
tion of closely related species, species which
are morphologically similar and identification
of all life stages of one species. In veterinary
medicine DNA taxonomy is useful and im-
portant for identification of disease agents,
quality control of meat products, ecological
research, species protection, law enforcement
and forensic cases.
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