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Uvod

Podatak o prisutnosti zivotinjskih vrsta na odredenom podrucju osnovni je ekoloski
parametar i temelj za razumijevanje populacijske ekologije. To je takoder i temeljni podatak
za istrazivanje, zaStitu i upravljanje, kako tih Zzivotinjskih vrsta, tako i samog podrudja.
Europska zakonska regulativa zahtjeva izradu Planova upravljanja i Akcijskih planova za
zaStitu ugrozenih Zivotinjskih vrsta te staniSta vaznih za o¢uvanje bioloske raznolikosti. Izrada
i provedba takvih planova nemoguca je bez znanstvenih podataka o prisutnosti i gusto¢i vrsta
na odredenom podru¢ju. Taj zadatak nije lagan buduéi da su jedinke mnogih, prvenstveno
ugrozenih vrsta prisutne u malom broju te su tesko dostupne proucavanju. Istrazivacke
metode kao Sto su hvatanje i manipuliranje zivotinjama u ovim su slucajevima tesko
izvedive 1 Cesto odstupaju od etickih nacela. Znakovi prisutnosti kao izmet, urin ili dlaka Cesto
su jedini dostupan izvor podataka. Da bi se ti problemi nadvladali razvijena je neinvazivna
genetiCka metoda koja kao predmet istrazivanja koristi uzorke s malom kolicinom DNA kao
S$to su izmet, dlaka, urin i razliciti uzorci tkiva. Iz uzoraka se izolira mitohondrijska DNA
(mtDNA) i pomocu lancane reakcije polimerazom (PCR) umnaza dio koji se naziva kontrolna
regija. Prisutnost PCR produkta provjerava se elektroforezom u 1%-tnom agaroznom gelu.

Mitohondriji se nalaze u gotovo svim stanicama u dovoljnom broju pa se mitohondrijska
DNA moze izolirati iz svih tkiva, iako s razli¢itim prinosom (WHITE i sur. 1998.).
Mitohondrijska DNA je koristan genetski biljeg jer je prisutna u svim Zivotinjskim tkivima,
ima mali genom jednostavne strukture, haploidna je, naslijeduje se od majke (uz neke
iznimke), nema nekodirajuc¢ih dijelova (introna) i ima razli¢itu stopu evolucije u svojim
pojedinim dijelovima, $to omogucava rjeSavanje filogenetskih pitanja na razliitim
taksonomskim razinama (ZHANG i HEWITT, 1996.). Upravo majcinsko naslijedivanje i

haploidnost dvije su glavne razlike mitohondrijskog i nuklearnog genoma (BALLARD i



WHITLOCK, 2004). Mitohondrijska DNA je vrlo znacajan dio genoma i nalazimo je u
svakoj stanici sa 0.0006% ili 1% ukupne mase stanicne DNA (CABLES, 2001). MtDNA je
kruzna, dvolan¢ana DNA molekula veli¢ine izmedu 15 000 i 20 000 parova baza (bp). Sadrzi
37 gena, od cega 22 tRNA gena, 2 rRNA gena, 13 gena koji kodiraju za proteine ukljucene u

transport elektrona i oksidativnu fosforilaciju te kontrolnu regiju. (Slika 1.)
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Slika 1: Shematski prikaz mitohondrijske DNA

Kontrolna regija je nekodirajuc¢i dio mtDNA duzine oko 1000 bp sa sekvencama koje
djeluju u zacetku replikacije i1 transkripcije mitohondrijskog genoma (HARRISON, 1989;
ODAK, 2004.). U kontrolnoj regiji kraljeSnjaka nalazi se D — petlja (D — loop), trolanCana
struktura koja nastaje tijekom replikacije, a ¢esto se taj naziv upotrebljava i kao sinonim za
kontrolnu regiju (TABERLET, 1996., WHITE 1 sur., 1998.). Kontrolna regija ne kodira za
sintezu proteina i zbog toga ne podlijeze prirodnoj selekciji, joS jedan od razloga zbog kojeg

je pogodna za filogenetska istrazivanja. MtDNA podloZna je brzoj evoluciji i izuzetno je



vrijedan genetski marker u populacijskoj 1 evolucijskoj biologiji. Dok su geni za rRNA
molekulu izuzetno konzervativni, podrucje kontrolne regije Cesto je podlozno promjenama
(SHEDLOCK 1 sur.,1992). U sisavaca je brzina evolucije mtDNA veca i do 10 puta od
jezgrinih gena, a dijelovi kontrolne regije evoluiraju 4-5 puta brze od ostatka molekule
mtDNA (TABERLET 1996., PAGE i HOLMES 1998.). Razlog tome je nedostatak nekih
enzima u mitohondriju koji sluze za popravak osteCenja, a koji postoje u jezgri. Velika
varijabilnost u brzini evolucije objasnjava se time $to jedan od dva lanca zavojnice biva
premjeSten sintezom novog lanca tijekom replikacije. Za istrazivanja srodnih vrsta ili
populacija jedne vrste koriste se varijabilniji dijelovi molekule koji daju veéu moc
razluivanja, a to su gen za citokrom b i kontrolna regija (PALUMBI 1996.). Poznato je da je
kontrolna regija jedan od najvarijabilnijih dijelova mtDNA.

Vazna osobina mtDNA je da se naslijeduje majcinom linijom (premda su poznate i neke
iznimke), bez rekombinacije. Upravo to svojstvo materinjskog naslijedivanja i brzina
evolucije ¢ini mtDNA vaznim genetskim biljegom u molekularno-genetskim istrazivanjima
populacija, u sistematci vrsta i evoluciji. Pocevsi od 1980-ih, mnoga su istrazivanja
populacijske genetike, sistematike vrsta, filogenije i evolucije usredoto¢ena na mitohondrijski
genom. Ball 1 sur. (1988.) istrazili su filogeografsku strukturu populacije crvenokrilog kosa
(Agelaius phoeniceus) u Sjevernoj Americi na osnovu varijacija mtDNA. Barratt i sur. (1997.)
pokazali su usporedbom slijeda duljine 630 parova baza gena za citokrom b da su dva fonicka
tipa europskog SisSmisa Pipistrellus pipistrellus zapravo dvije razlicite vrste razdvojene prije 5
- 10 milijuna godina. Analiza polimorfizama mtDNA primjenjuje se u rjeSavanju
taksonomskih pitanja, prepoznavanju vrsta, otkrivanju filogenetskih odnosa, pracenju
genetske raznolikosti, rasvjetljavanju filogeografske strukture populacija i njihove povijesti.

Uporaba mtDNA je sve viSe zastupljena u filogenetskim i populacijsko genetickim

istrazivanjima. Za pronalazak nukleotidnih razlika u pocetku su se koristili restrikcijski



enzimi, a kasnije, s razvojem PCR metodologije i primjenjivosti univarzalnih pocetnica je
omoguceno umnazanje mtDNA.

Molekularne metode najcesce ukljucuju analizu sljedova mtDNA, a sekvenciranje DNA
daje najvecu moguéu rezoluciju geneticke raznolikosti. Jedan od najvaznijih ¢imbenika za

uspjesno sekvenciranje DNA je pravilan dizajn pocetnice.

Pocetnica je kratak, sintetizirani oligonukleotid koji se koristi u molekularnim
istrazivanjima. Izradene su da prepoznaju to¢no odredeni slijed nukleotida u DNA, koji zatim
sluzi kao kalup na koji djeluyje DNA polimeraza i umnaza zeljeni dio lanca. Jedan od
najvaznijih ¢imbenika za uspjeSno umnazanje DNA je pravilan dizajn pocetnice, koji
omogucava vrsnu specifi¢nost. PoCetnice trebaju biti dovoljno specificne (komplemetarne) za

odredeni gen 1 ona jekljucan kriterij za uspjesnost lan¢ane reakcije polimerazom.

Lancana reakcija polimerazom (PCR) (od engl. polymerase chain reaction) je metoda
umnazanja odredenog odsjecka DNA u uvjetima in vitro, koja ima znacajnu primjenu u
molekularnoj biologiji, molekularnoj medicini, dijagnostici nasljednih i steCenih bolesti,
dijagnostici patogena, u forenzici itd. Umnazanje DNA molekule PCR metodom provodi se u
DNA-termobloku (PCR uredaju), §to omogu¢ava umnaZzanje ciljnog slijeda vise od milijardu
puta u samo dva sata. U stanici se replikacija odvija uz pomo¢ puno razli¢itih proteina i
enzima dok se kod PCR reakcije sve izvodi jednim jedinim enzimom DNA polimerazom. U
DNA replikaciji se DNA enzimatski odmota, denaturira, RNA polimeraza sintetizira male
komplementarne pocetnice te se DNA polimeraza veze pa replicira DNA. Tijekom PCR
reakcije visoka temperatura se koristi za denaturaciju ciljne DNA (DNA kalup) u osnovne
lance (Slika 3.), sintetske pocetnice koriste se umjesto malih RNA koje uokviruju regiju koja
se Zeli umnoziti; pocetnice se vezu (hibridizacija) za komplementarne lance, jedna pocetnica
na jedan, druga pocetnica na drugi lanac (Slika 4.); tako dolazi do produzavanja lanca DNA

polimerazom; ponavljanje ciklusa ide 30-35 puta (Slika 5.). U reakciju PCR se dodaje



molekula DNA (odredeni uzorak ¢ija se DNA Zeli umnoziti), termorezistentni enzim DNA
polimeraza, s odgovaraju¢im puferom, dvije specificne pocetnice komplementarne 3' —
krajevima DNA koja se umnozava (DNA kalup), Cetiri deoksinukleotida, kofaktor MgCl,
(Slika 2.) Program PCR uredaja u kojem se odvija PCR reakcija je slijede¢i: 1-10 min
inicijalne denaturacije 94-96 °C, jedna do nekoliko min pri 50-65 °C tijekom kojih se
pocetnice hibridiziraju na denaturirane lance, jedna do nekoliko min pri 72 °C tijekom koje
DNA polimeraza nastavlja lanac DNA. Svaki ciklus ima duplo viSe molekula, pa ih nakon 30
ciklusa teoretski nastane milijarda. Neke od inovacija koje su omogucile upotrebu PCR
reakcije su temperaturno stabilna DNA polimeraza izolirana iz bakterije Thermus aquaticus.
Ovaj enzim, nazvan Taq polimeraza, je aktivan usprkos ciklusima zagrijavanja i hladenja te
PCR uredaji (DNA thermal cyclers) koji koriste kompjutersku tehnologiju za finu regulaciju

temperature u ciklusima.

Cilina DNA
3'

I [annne Slobodni

padetnice nukieotidi

Pufer koll
sadrZi magnezij

Slika 2. Sadrzaj smjese za PCR reakciju



Slika 4. Vezanje specificnih pocetnica na DNA lanac
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T
Slika 5. Produljivanje PCR produkta

Pozeljno je da temperatura hibridizacije ili sparivanja (Ta, annealing temperature) bude
izmedu 50-65°C. Temperatura koja se odabire za prvu reakciju PCR treba biti 5°C manje od

temperature taljenja (Tm, od engl. melting temperature), a koja se izraCunava po formuli.

Tm=2(A+T) + 4(G+C)

U teoriji postoje pravila o reakciji PCR, ali u praksi ne postoji univerzalni protokol, pa

svaku reakciju PCR treba optimizirati mjenjajuci sve parametre pojedinacno

— DNA kalup (potrebna je vrlo mala koli¢ina; nekad mogu smetati necistoce, ali vrlo

Cesto zbog razrjedenja to nije toliko bitno)

— Taq polimeraza (ne smije je biti ni previse ni premalo)

— Pocetnice (temperatura hibridizacije je bitna)

— MgCl, (par pocetnica je vise ili manje osjetljiv na promjenu koncentracije)

— Odredeni dodatci PCR reakciji mogu poboljsati specificnost

11



Nakon svakog ciklusa broj kopija je dvostruko veci nego u prethodnom ciklusu

2%°=1,073,741,824. Ipak eksponencijalni porast broja kopija je ogranicen.

Cilj ovoga rada je razvijanje neinvazivne metode za razlikovanje zivotinjskih vrsta iz
uzoraka s malom koli¢inom DNA. Da bi se to postiglo cilj je bio dizajnirati pocetnice za
umnazanje kontrolne regije mtDNA razli¢itih vrsta divljih Zivotinja koje su najceSci
stanovnici hrvatskih Suma (jelen, lisica, medvjed, vuk, srna i divlja svinja), a na temelju kojih
bi iz pronadenih uzoraka mogli identificirati vrstu Zivotinje koriste¢i samo izolaciju DNA,
PCR i elektroforezu. Ta metoda bi olakSavala ekoloSka istrazivanja i gospodarenje s

odredenim zivotinjskim vrstama.

12



Materijali i metode

Za izradu pocetnica koristila sam sekvence mitohondrijske DNA ciljnih Zivotinjskih
vrsta iz genske baze podataka, GenBank, koja se nalazi na internet adresi:

www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank/. U radu sam koristila po tri sekvence kontrolne regije

mtDNA jelena (Cervus elaphus), lisice (Vulpes vulpes) i medvjeda (Ursus arctos) te Cetiri
kontrolne regije mtDNa vuka (Canis lupus), srne (Capreolus capreolus) i divlje svinja (Sus
crofa). U tablici 1. navedena je vrsta zivotinje, identifikacijski broj u genskoj bazi, te

zemljopisno podrucje iz kojeg potjecu uzorci ¢ije su sekvence koristene u ovom radu.

Tablica 1. Podaci o koristenim sekvencama preuzetim iz GenBank baze

oznaka zivotinje | identifikacijski broj | podrucje iz kojeg | referenca

GenBank baze potjece uzorak
jelen 4 EU004016 Norveska SKOG i sur., 2007
jelen 3 EU004017 Norveska SKOG i sur., 2007
jelen 2 EU004018 Norveska SKOG i sur., 2007
divlja svinja 1 EU979215 Kina WANG i sur., 2008
divlja svinja 4 EU979212 Kina WANG i sur., 2008
divlja svinja 3 EU979213 Kina WANG i sur., 2008
divlja svinja 2 EU979214 Kina WANG i sur., 2008
lisica 3 AF338801 Francuska VALIERE i sur., 2002.
lisica 1 AF338789 Francuska VALIERE i sur., 2002.
lisica 4 AF338800 Francuska VALIERE i sur., 2002.
medvjed 2 ABO055141 Japan MASUDA i sur., 2001
medvjed 1 ABO055136 Japan MASUDA i sur., 2001
medvjed 3 ABO055139 Japan MASUDA i sur., 2001
srna 1 DQ114763 Spanjolska PAJARES i sur., 2005.
srna 2 DQ114760 Spanjolska PAJARES i sur., 2005.
srna 3 DQ114761 Spanjolska PAJARES i sur., 2005.
srna 4 DQ114762 Spanjolska PAJARES i sur., 2005.
vuk 1 FJ213916 SAD STRAUGHAN i sur., 2008.
vuk 4 FJ213913 SAD STRAUGHAN i sur., 2008.
vuk 3 FJ213914 SAD STRAUGHAN i sur., 2008.
vuk 2 FJ213915 SAD STRAUGHAN i sur., 2008.
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Pomoc¢u programskog dodatka u Microsoft Wordu, MBCS1.2, sekvence mtDNA
pretvorile smo u fasta format, da bi ih mogle koristiti u daljnjoj obradi. Koriste¢i programe
BioEdit Sequence Aligment Editor, Version 7.0.9.0 (HALL, 1999.) (Slika 6.) i ClustlW
Multiple aligment (THOMPSON i sur., 1994.), sekvence razli¢itih zZivotinja iste vrste smo
usporedile medusobnim poravnanjem (multiple aligment). Pomocu internetskog programa

,»Primer 3 http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi (Slika 7.) izradile smo

pocetnice poStujuci pravila za dizajn pocetnica (INNIS I GELFAND, 1990):

1. pocetnice bi trebale biti veli¢ine 17-28 nukleotida

2. sadrzaj G-C parova bi se trebao kretati oko 50-60%, izbjegavati duge A-T i G-C parove

3. na 3’ kraju pocetnice preferira se G ili C duSi¢na baza

4. temperatura denaturacije (Tm) bi se trebala kretati izmedu 55-80°C; razlika Tm izmedu
jednog para pocetnica moze iznositi 2-3 °C

5. ako se na 3’ kraju pocetnice nalaze > 3 C ili G duSi¢nih baza, moZe do¢i do pogresnog
vezanja pocetnice na podrucju bogatog G-C parovima

6. 3’ krajevi pocetnica ne smiju biti komplementarni jer ¢e inace doci do stvaranja dimera

pocetnica

7. treba izbjegavati komplementarnost pocetnice samoj sebi koja moze dovesti do
stvaranja sekundarnih struktura kao $to su ukosnice

8. na 5' kraju pocetnice preferira se 1 ili 2 G-C par, a na 3' kraju ne viSe od 1 G-C para.

14
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AAGCATGTACATATTATTATTAATATTACATA
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CTGCTATGCCCCATGCATATTAAGCATGTACATATACT TATATAATTACATA
CTGCTATGCCCCATGCATATTAAGCATGTACATATACT TATATAATTACATA
CTGCTATGCCCCATGCATATTAGGCATGTACATATACT TATATAATTACATA
AAGCATGTACATGTTACGCTIGGETCTTACATAAGGACTTACGTITCCGAAAGCTTATTTCAGECE
AAGCATGTACATATTACGCTTGGTCT TACATAAGGACCTACGTTCCGAAAGCTTATTTCAGGCE
AAGCATGTACATATTACGCTIGGTCTTACATAAGGACTTACGTTCCGAAAGCTTATTTCAGECE

AAGCAAGTCCATGAAGTCATTGATAGTACATA
AAGCAAGTCCATGAAGTCATTAATAGTACATA
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GTACATGATETTGTTCATCGTACATAGCGCAT
GTACATGATGTTGTTCATCETACATAGCACAT
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GTACATTATGTTATTGATCETACATAGCGCAT
GTACATTATGETTATTGATCGTACATAGCGCAT
GTACATTATGTTATTAATCETACATAGCGCAT
GGACATACTG ACTCAACCTTACAGCTCACTG
GGACATATTG ACTCAATCCCACAATTCATTS
GGACATATTE ACTCAACCTTACAGTTCACTG
GGACATACTA ACTTAACCTTACASTTCACTS

[

Slika 6. Tzgled programa BioEdit Sequence Aligment Editor

Eie

a»
E

O
+
=
i

&

Pick Pimers |
Sequence Id
Tumgets

Esxchaded
Begons
Product Swre Mm

1#] Pack left primer or use

Humber To Betom: 5

Reset Form
A string to identfy your outpur.

Eg 50,2 requres proers to suround the 2 bares at pentions 50 and 51. Or mark the gowce sequence with [ and ] e.g.

Paste source sequence below (323, stnng of ACGTHacgtn -- other letters treated as 1N -- numbers and blanks ignored). FASTA format ok Flease M-out undesirable sequence
(vector, ALUs, LINEs, etc.) or use & Misprimung Lsbrary (repeat bbrary): | MONE

probe (nternal ohigo) or use cligo below. |+ Pick night prmer or use nght primer below (5'->3 on opposite strand).

CATCTIOCOCTTCAT.. means that primers must Bank the central COCOC

Eg 4017 68.3 forbuds selection of primers i the 7 base:

eg  ATCTeCCCCTCAT. fortads prmers n the central COCC.

100 Opt: 200 Mex: 1000

Dlag 3' Seabadiy a0

Mace Mispriming
| Pick Frimers |

1200 | Pax Max Mispriming [24.00
Razet Farm

neral Primer Picking Comnditions

Oither Par Caamsncs Tnnnte

Set Inside Target Penalty to allow primers made a birget

startmg at 401 and the 3 bases at 68 Or mark the source sequence with < and >

(@ Prirner3 Input $C61_VEREIOH - Mozl Firnfox [EREr—=)
Edit  ¥wew Higlory Hookmarks Tool:  Help N@f’- Terght 17C - FRAC S ST S IPC S Mon19C o
OFc xa-u @A -@%= 8- -8 e 7 =
[ | Primerd topet scat_viRSION | - W
; e 3 g :
Primer3: WWW primer tool dacdmer ) smesions? o
pick primers from a DHA sequence canfions

Mot the concentration of of

Primer S Min 18 Opt |20 Mot [27
Premer Tm  Mm 570 Opt. B0.0 M 630 Mo Ten Duffeyence: 1000
Product Tm Min Opt Max
Primer GO Minc 200 | Opt M 800
Max Self Complementanty, 800 Max 3 Self Complementanty, | 3.00
M WH's: o Max Poly-X 5
Inade Tizget Penalty Outsrde Target Penalty o
Eirst Base Index 1 CG Clamp. o
Salt Concentranon 500 | Anneabng Ohgs Concentraton: |50.0
) Liberal Base 7] Show Debuging Info
Pick Primaes | | Raset Fom

Slika 7. Izgled web programa ,,Primer 3%

£ in the reachon mue but of those arme

1o temnplate
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Rezultati

Koriste¢i kompjuterske programe i postujuci pravila za dizajn pocetnica, izradila sam

pocetnice za umnazanje kontrolne regije mitohondrijske DNA jelena, lisice, medvjeda, vuka,

srne i divlje svinje (Tablica 2 i Tablica 3).

Tablica 2. Specifi¢ne pocetnice za odredene vrste sa slijedom nukleotida, temperaturom

denaturacije, duljinom pocetnice te ocekivanom duljinom PCR produkta.

Slijed nukleotida u pocetnici Vrsta Tm °C | Duljina Duljina

zivotinje parova PCR
baza produkta

5' GTAAATCTTATGCGCTTATAG 3' jelen 57.7 21 192

3' GGACGGGATATGCATGTT 5' 65.2 18

5' GCCCATGCTCACACATAACTG 3' divlja 70.0 21 185

3' GTCCCGTAACCATTGACTGA 5' svinja 66.9 20

5'CTTGCCCTATGTACGTCGTGC 3' lisica 71.3 21 241

3' TAGAAACCCCCACGTTGACA 5! 69.8 20

5'CTTATTTCAGGCGTATGGTCT 3' medvjed | 64.5 21 52

3' AGCTCCCGGACTAAGTG 5' 62.1 17

5" ACCCAATTATATACGCTACAT 3' srna 59.2 21 218

3' GACTTAATGCGCTATG &' 532 16

5' GAATCACCCCTACTGTGCTAC 3' vuk 64.7 21 74

3' GCCATTAATGCACGACGTAC &' 67.5 20
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Pocetnice za jelena duge su 21 i 18 bp, vezu se na 78. 1 120. mjesto te daju PCR produkt
duljine 192 bp. Pocetnice za divlju svinju duge su 21 1 20 bp, vezu se na 485. 1 155. mjesto te
daju PCR produkt duljine 185 bp. Pocetnice za lisicu duge su 21 i1 20 bp, vezu se na 25.1299.
mjesto te daju PCR produkt duljine 241 bp. Za medvjeda smo dizajnirale pocetnice duge 21 i
17 bp, koje se vezu na. 134. i 220. mjesto a PCR produkt je dug 52 parova baza. Za srnu su
pocetnice duge 21 i 16 bp, vezu se na 21. i 106. mjesto, s PCR produktom dugim 218 bp. Za
vuka su dizajnirane vrsno specifi¢ne pocetnice duge 21 i 20 bp, vezu se na 68. 1 157. mjestu, a

PCR reakcija rezultira proizvodom dugim 74 parova baza.

Tablica 3. Sekvence mitohondrijske DNA ciljnih Zivotinjskih vrsta iz genske baze podataka,
GenBank. Vertikalni brojevi se odnose na mjesto u poravnatoj sekvenci mitohondrijske DNA.
Prikazan su samo varijabilna mjesta, dok crtica (-) oznacava identi¢nu bazu kao u prvoj

sekvenci. Bojama su oznacene pocetnice.

10 20 30 40 50 60 70 80
TEEE) FEERS FETS] EEERY EEST) LRErY RS EREry PEREY EEEEY EEPEY PRER FERSY PEERY FEE P |
jelen 4 ATACAGCTTTCCACTCAACATCCATTTTACATTTTTACATCCA-CTAACCACACAA- -CAAAATATGTAATGTA
Jelen 3 e Lttt
Jelen 2 e R
lisica 3 C.GA.AT.C.TTTTAA.CT. .T.ClCEEE e G - ———————————— .G.TACG-—-.
lisica 1 C.GA.AT.C.TTTTAA_CT. . T . Cl e A O G~~~ —————————— .G.TACG-—-.
lisica 4 C.GA.AT.C.TTTTAA. CT. . T. Cl e G — — ——————————— .G.TACG-—-.
divlja svinja 1 T...TATC..TA.AA...A.AA-.CCCATA.AAA..G.GCA. .———=.A..T....—————————— .T..G..ACCCCA.
divlja svinja 4 T...TATC..TA.AA...A.AA-.CCCATA_AAA..G.GCA. .———=.A..T....———————m—— .T..G..ACCCCA.
divlja svinja 3 T...TATC..TA.AA...A.AA-.CCCATA_AAA..G.GCA..———=.A..T....———————m—— .T..G..ACCCCA.
divlja svinja 2 T...TATC..TA.AA...A.AA-.CCCATA_AAA..G.GCA. .———=.A..T....———————m—— .T..G..ACCCCA.
medvjed 2 - e e e e Toi—————- T.T.
medvjed 1 - e e e e T.o—————- T.T.
medvjed 3 - R Teo————— T.T.
srna 1 LT T...GT......T.C...A. _ATATACGC. . ... AT AT....T...... GCATGTAG
srna 2 LT T GTa el C...A..ATATACGC..... AT AT....T...... GCATGTAG
srna 3 LT T...GT......T.C...A..ATATACGC.. ... AT.AT....T....G.GCATGTAG
srna 4 LT T...GT......T.C...A..ATATACGC. . ... AT.AT....T...... GCATGTAG
vuk 1 C.GA.AT.C.T.TTAA.CT..T.CC.GATACCCCC..... Teem———-v T.T.
vuk 4 C.GA.AT.C.T.TTAA.CT..T.CC.GACACCCC-..... Teommm——-v T.T.
vuk 3 C.GA.AT.C.T.TTAA.CT..T.CC.GATACCCCC..... Teommm——-v T.T.
vuk 2 C.GA.AT.C.T.TTAA.CT..T.CC.GATGCCCCC. .... T..—————- T.T.
90 100 110 120 130 140 150 160
-------- | FEEES PEPSY PEERY FEPE) PEEEY PEEEY FPEP) FEEES EEER PEESY PR PEre) CErt) Perey |
jelen 4 —-AATCTTATGCGCTTATAGTACATAAAATTAATGTACTAGGACATACTATGTATAATAGTACATTATATTATATGCCCCA
jelen 3 o R
Jelen 2 o e e
lisica 3 .- —_—.. . .C..G..
sica 1 .- -— C. .C..G..
lisica 4 - - C. .C..G..
divlja svinja 1 A...T...C-.AT.G.A.ACCA.A... A R .C..G..
divlja svinja 4 A...T.A.C-.AT.G.A.ACCA.A... A R .C..G..
divlja svinja 3 A...T.A.C-.AT.G.A.ACCA.A... A R .C..G..
divlja svinja 2 A...T...C-.AT.G.A_ACCA.A...TC....A..... TA..CC——. ... .C..G..
medvjed 2 CTG.ACC. .CGCAG. ..GTCCTC--G...ACT.T.TTCCCCC.C.-—-. ..
medvjed 1 CTG.ACC. .CGCAG...GTCCTC--G...ACG.T.---CCCC.C.-—-. ..
medvjed 3 CTG.ACC. .CGCAG...GTCCTC--G...ACC.T.T-CCCCC.C.-—-. ..
srna 1 T..CT. A e Teeeeeeeea e T A A e
srna 2 T..C. A L CI Toeeeeaat A e
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srna 3
srna 4
vuk 1
vuk 4
vuk 3
vuk 2

jelen 4
jelen 3
jelen 2
lisica 3
lisica 1
lisica 4
divlja
divlja

svinja 1
svinja 4
divlja svinja 3
divlja svinja 2
medvjed 2
medvjed 1
medvjed 3

srna 1

srna 2

srna 3

srna 4

vuk 1

vuk 4

vuk 3

vuk 2

jelen 4
jelen 3
jelen 2
lisica 3
lisica 1
lisica 4
divlja
divlja

svinja 1
svinja 4
divlja svinja 3
divlja svinja 2
medvjed 2
medvjed 1
medvjed 3

srna 1

srna 2

srna 3

srna 4

vuk 1

vuk 4

vuk 3

vuk 2

jelen 4
jelen 3
jelen 2
lisica 3
lisica 1
lisica 4
divlja
divlja

svinja 1
svinja 4
divlja svinja 3
divlja svinja 2
medvjed 2
medvjed 1
medvjed 3

srna 1

srna 2

srna 3

srna 4

vuk 1

vuk 4

vuk 3

vuk 2

jelen 4
jelen 3
jelen 2
lisica 3
lisica 1
lisica 4
divlja svinja 1

.TCAG...CTCCA.—-..... CT.C.C.CC-—-.C.———..... CG-.C..G..... -..GGCT...
.TCAG...CTCCAGGT...CCCT.C.T.CCTCC.C.———..... CG-.C..G..... -..GG.T...
.TCAG...CTCCA.--....CCT.C.C.CC---.C.———..... CG-.C..G..... -..GGCT...
TCAG...CTCCA.--....CCT.C.C.CC-—-.C.———..... CG-.C..G..... -..GGCT...

170 180 190 200 210 220 230 240
TGCTTAT AAGCATGTACTTTTTATTATTTACAGTACATA GTACATGATGTTGTTCATCGTACATAGCGCAT——TAAGT
....... L N
....... L N
LA T A.A.AC.-TA.ATA.T...... -AG....AC.A.GT..A...T... .. ATAAT.T-———————-
AL Tl A.A.AC.-TA.ATA.T...... =AG....AC.A.GT..A...T... . ATAAT. T-——————-
. AL T.Goll oL A.A.AC.-TA.ATA.T...... -AG..... C.A.GT..A...T.G. . ATAAT. T-——————-

e ALAL Ll AT T...... e AT.AL.A..Goeeea e A...ATC.T..

e ALAL Ll AT T...... e AT.AL.A..Goeeea e A...ATC.T..

e ALAL Ll AT T...... e AT.AL.A..Goeea el A...ATC.T..

e ALAL Ll AT T...... e AT.ALAL A ... A...ATC.T..
LA A.G...CGC..GGTCT...... A.G..T.ACGT.CCGAA.G|
LA A.A...CGC..GGTCT...... A.G..C.ACGT.CCGAA.G|
LA A.A...CGC..GGTCT...... A.G..T.ACGT.CCGAA.G|

....... e ALLCLAGAAG.C. . .GoT e e =T L CAL G e —

....... e ALLCLAGAAG.C s AT i T AL G

....... e ALLCLAGAAG.C. L LA T i T L AL G

....... —e o ALLTLALGAAG.CL L AT T AL A

AALLL-TALAT.CT...... -.G....AC..-AC.CA.C.T....GCT.A.TG---—~ A.

AALLL-TALATTCT.. .. .. -.G....AT..-AC.CA...CC...ATT.ATTG----~ A.

AALLL-TALAT.CT...... -.G....AT..-AC.CA.C.T....GTT.A.TG-~--—~ A.

AALL-TALATTTT. ... .. -.G....AC.A-AC..A.C.T....GTT.A.TG-~---~ A.

250 260 270 280 290 300 310 320

l- l--- A ETe Ereey |
CAAATCAATI'CTTGTCAACATGCATATCCCGTCCCCTAGATCACGAGCTTGATCACCATGCCGCGTGAAACCAGCAACCC

.T-TCA.CAGT.G..-T.A e
.T.TCA.CAGT-AA.-C.A e
.T-TCA.CAGT.G..-T.A -
.T-TCA.CAGT.G..-T.A -
330 340 350 360 370 380 390 400

-
GC- TAGGCAGGGATCCCTCTTCTCGCTCCGGGCCCATAA ATTGTGGGGGTAGCTATTTAATGAATTTTATCAGACATCT

i L
e i O
TTGCTC. A= T e e e e e e eeeeeeeaeaeas GTC.AC........ TT....C-.TG...C.A..C.T.G-———-
TTGCTC. A =T e e e e e e eeeeeaeaeas GTC.AC........ TT....C-.TG...C.A..C.T.G-———-
TTGCTC. A =Tt eeeeeeaeaea s TC.AC........ TT....C-.TG...C.A..C.T.G-———-
L -CCounnnn TTo.... -G..... [T S
L -CCounnn. TTo.... -G..... [T N
L -CCounnnn TTo.... -G..... [ N
s -.CCouinnnn TTo.... -G..... C...lAl.Goo...
TTGCGA.T-C.TG. AT e e eieaeaeaeaeaenns (. S TT....G-TTGA..C.A....T.G.....
TTGCOA.T.C.TG. A oo GG-GG......... TT....G-TTGA..C.A..C-T.G.....
TTGCOA.T-C.TG.A oo [clcEclcT—. TT....G-TTGA..C.A..C.T.G.....
N e G e
N T oS G e
N T oS G e
e P G S
410 420 430 440 450 460 470 480
S EERE FERRY EERE] EEERY PERE] ERERY EEFR] PEER) FEPRY PR PEPRY PR PEREY BEe |
....... ACTTCAGGACCATCTCACCTAAAATCGCCCACTCTTTCCCCTTAAATAAGACATCTCGATGGACTAATGACTA



divlja svinja 4
divlja svinja 3
divlja svinja 2
medvjed 2
medvjed 1
medvjed 3

srna 1

srna 2

srna 3

srna 4

vuk 1

vuk 4

vuk 3

vuk 2

jelen 4

jelen 3

jelen 2

lisica 3

lisica 1

lisica 4
divlja svinja 1
divlja svinja 4
divlja svinja 3
divlja svinja 2
medvjed 2
medvjed 1
medvjed 3

srna 1

srna 2

srna 3

srna 4

vuk 1

vuk 4

vuk 3

vuk 2

....... ACTTCAGGACCATCTCACCTAAAATCGCCCACTCTTTCCCCTTAAATAAGACATCTCGATGGACTAATGACTA
....... ACTTCAGGACCATCTCACCTAAAATCGCCCACTCTTTCCCCTTAAATAAGACATCTCGATGGACTAATGACTA
....... ACTTCAGGACCATCTCACCTAAAATCGCCCACTCTTTCCCCTTAAATAAGACATCTCGATGGACTAATGACTA

....... ACTTCAGGGCCATGATAGCTCTAGACTCCAATCCTACTGACT

....... ACTTCAGGGCCATGATAGCTCTAGATTCCAATCCTACTAACC

....... ACTTCAGGGCCATGATAGCTCTAGATTCCAATCCTACTAACC

490 500 510 520
EEEE EEPRY EERE] FEPRY PRRE] EEPRY PR PRRR |
ATC AGGTTTCATACATTT
ATC AGGTTTCATACATTT
ATC AGGTTTCATACATTT
ATC AGGTTTCATACATTT
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Rasprava

Cilj ovog rada bio je dizajnirati vrsno specificne pocetnice za umnazanje kontrolne
regije mtDNA razlicitih vrsta divljih Zivotinja koje su najces$¢i stanovnici hrvatskih Suma
(jelen, lisica, medvjed, vuk, srna i divlja svinja), a na temelju kojih bi iz pronadenih uzoraka
mogli identificirati vrstu Zzivotinje koriste¢i samo izolaciju DNA, PCR i elektroforezu.
Neinvazivne metode za identifikaciju Zivotinjskih vrsta ve¢inom se temelje na detekciji DNA
sekvenci, kroz sekvencioniranje i filognetsku analizu (FARELL i sur. 2000.). Pri tome se
najceSce koriste pocetnice dizajnirane za sekvencioniranje regije koja je konzervirana medu
razliitim vrstama, tako da pocetnice nisu vrsno specificne i PCR se ne moZze potvrditi
pripadnost vrsti, ve¢ je potrebno sekvencionirati PCR produkt i provesti filogenetsku analizu.
Izradom vrsno specificnih pocetnica htjela sam olaksSati i ubrzati identifikaciju Zivotinjskih
vrsta koje su najbrojnije u hrvatskim Sumama, a da se pri tome mogu koristiti uzorci dobiveni
neinvazivnim putem (bez direktnog kontakta sa Zivotinjom) i uzorci s malom koli¢inom
DNA. Dakle, upotrebom vrsno specificnih pocetnica omogucuje se identifikacija vrste samo
pomoéu PCR reakcije, a izostavlja se skuplje i dugotrajnije sekvencioniranje. Osim
istrazivanja prisutnosti i gustoce zivotinjskih vrsta na odredenom podrucju, ova metoda je
posebno korisna i za analizu prehrane mesozdera iz uzoraka izmeta, u kojem se DNA
donorske vrste, plijena, mikroorganizama, a Cesto i parazita i ¢lankonoZaca pojavljuju zajedno
a i potrebno je obraditi veliki broj uzoraka. Analiza takvih uzoraka klasicnim metodama
neprecizna je, dugotrajna i Cesto rezultira lazno negativnim rezultatom. No ako se pri analizi
prehrane iz izmeta koristite vrsno specifi¢ne pocetnica za identifikaciju razlicitih zivotinjskih
vrsta rezultati ¢e biti iznimno precizni. Ovakve pocetnice mogu imati i Siroku primjenu u
forenzici, te u slucajevima kada je predmet istrazivanja mala koli¢ina tkiva u kojem je doslo

do razgradnje DNA.
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Pocetnice koje sam izradila specificne su za odredenu zivotinjsku vrstu, Sto uvelike
pridonosi evolucijskim istrazivanjima, u ekologiji, zastiti i gospodarenju pojedinim divljim
vrstama. Tako su PALOMARES i sur. (2002.) dizajnirali 4 vrsno specifi¢na primera za
istrazivanja iberijskog risa, §to je uvelike unaprijedilo istrazivanje i zaStitu te ugrozene vrste
(JOHNSON i sur., 2004; PERTOLDI i sur., 2005). Vrsno specificne pocetnice za umnazanje
citokroma b mitohondrijske DNA dizajnirane su za zvijeri Iberijskog poluotoka
(FERNANDES i sur., 2008), dok su pocetnice u ovom radu prve vrsno specificne pocetnice

za umnazanje kontrolne regije mitohondrijske DNA hrvatskih divljih Zivotinja.
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Zakljucci

1.

Dizajnirano je 6 parova pocetnica specificnih za razlicite vrste zivotinja; jedan par

¢ini uzvodnu i nizvodnu pocetnicu. Njihov slijed je slijedec¢i:

Uzvodna pocetnica specifi¢na za jelena 5' GTAAATCTTATGCGCTTATAG 3'
Nizvoda pocetnica specifi¢na za jelena 3' GGACGGGATATGCATGTT 5'
Uzvodna pocetnica specifi¢na za divlju svinju
5'GCCCATGCTCACACATAACTG 3'
Nizvoda pocetnica specificna za divlju svinju 3'
GTCCCGTAACCATTGACTGA 5'
Uzvodna pocetnica specifi¢na za lisicu 5' CTTGCCCTATGTACGTCGTGC 3'
Nizvoda pocetnica specificna za lisicu 3' TAGAAACCCCCACGTTGACA 5'
Uzvodna pocetnica specifi¢na za medvjeda
5' CTTATTTCAGGCGTATGGTCT 3'
Nizvoda pocetnica specificna za medvjeda 3' AGCTCCCGGACTAAGTG 5'
Uzvoda pocetnica specificna za srnu 5' ACCCAATTATATACGCTACAT 3'
Nizvoda pocetnica specifi¢na za srnu 3' GACTTAATGCGCTATG 5'
Uzvoda pocetnica specifi¢na za vuka 5' GAATCACCCCTACTGTGCTAC 3'

Nizvoda pocetnica specificna za vuka 3' GCCATTAATGCACGACGTAC 5'
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Izrada vrsno specificnih pocetnica za umnaZzanje mitohondrijske DNA
divljih Zivotinja Hrvatske

LANA PADEN

Zavod za biologiju, Veterinarski fakultet, Sveuciliste u Zagrebu

PADEN, L. (2009): Izrada pocetnica za umnaZanje mitohondrijske DNA i razlikovanje
divljih Zivotinja Hrvatske
Sazetak

Cilj ovog rada je bio izraditi vrsno specifiéne pocetnice za vuka (Canis lupus), lisicu
(Vulpes vulpes), medvjeda (Ursus arctos), srnu (Capreolus capreolus), jelena (Cervus
elaphus) i divlju svinju (Sus crofa). Pocetnice su dizajnirane temeljem sekvenci navedenih
zivotinjskih vrsta uzetih iz genske baze podataka GenBank te uz koriStenje kompjuterskih
programa BioEdit i Primer 3. Odredena je duljina pocetnica, mjesto vezivanja i duljina PCR
produkta za svaku navedenu vrstu. Pomocu dobivenih vrsno specifi¢nih pocetnica zivotinjske
vrste se mogu identificirati iz minimalnih koli¢ina razli¢itih tkiva koriste¢i se samo izolacijom
DNA, PCR reakcijom i elektroforezom, tako da imaju Siroku primjenu u mnogim ekoloskim
istrazivanjima i forenzickim slucajevima.

Kljuc¢ne rije¢i: pocetnica, mitohondrijska DNA, kontrolna regija, vuk, lisica, medvjed, srna,

jelen, divlja svinja
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Design of species specific primers for amplification of mitochondrial DNA of Croatian
wild animals

LANA PADEN
Department for biology, Faculty of Veterinary Medicine University of Zagreb

PADEN, L. (2009): Design of species specific primers for amplification of mitochondrial
DNA of Croatian wild animals
Abstract

The goal of this paper was to design species specific primers for wolf (Canis lupus),
fox (Vulpes vulpes), bear (Ursus arctos), roe deer (Capreolus capreolus), red deer (Cervus
elaphus) and wild boar (Sus crofa). Primers have been designed using sequences of the listed
species from GenBank, using software BioEdit and Primer 3. We have defined the size and
location of primers for each species, and size of the PCR product. With this species specific
primers animal species can be identified using minimal quantities of different tissues using
only DNA isolation, PCR and electrophoresis, so they can be used in a variety of ecological
researches and in forensic cases.

Kljuc¢ne rije¢i: primer, mitochondrial DNA, control region, wolf, fox, brown bear, roe deer,

red deer, wild boar
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Zivotopis

Rodena sam 20. prosinca 1983. godine u Zagrebu. ZavrSila sam Opcéu gimnaziju u
Sisku 2002. godine. Idu¢e godine sam upisala dodiplomski studij na Veterinarskom fakultetu
Sveucilista u Zagrebu. Od druge i tre¢e godine studija obavljala sam demonstraturu na
vjezbama na Zavodu za biologiju i prikljucila se znanstvenom istrazivanju pod vodstvom
dr.sc. Tomislava Gomercica. Kao koautorica rada ” Filogenetska analiza Zivotinja iz reda
zvijeri usporedbom kontrolnih regija mitohondrijske DNA”, 2005. dobila sam Rektorovu
nagradu. Kao koautorica rada “Genetska razlika izmedu vuka i psa usporedbom kontrolnih
regija mitohondrijske DNA”, 2006. dobila sam Dekanovu nagradu. Kao koautorica rada
”Izrada vrsno specificnih pocetnica za umnazanje mitohondrijske DNA divljih zivotinja
Hrvatske”, 2009. dobila sam Rektorovu nagradu. Bila sam sudionik na Biloskom kongresu u
Rovinju 2006. godine kao i sudionik na Studentskoj znanstvenoj konferenciji u KoSicama
2005. godine. Bila sam nagradivana Dekanovom nagradom za izvrstan uspjeh na svih pet
godina studija. Na Zavodu za patolosku fiziologoju obavljala sam demonstraturu 2010.

godine.
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