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Uvod

Podatak o prisutnosti zivotinjskih vrsta na odredenom podru¢ju 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 podrucja.
Europska zakonska regulativa zahtjeva izradu Planova upravljanja i Akcijskih planova za
zaStitu ugrozenih zivotinjskih vrsta te stanista vaznih za ocuvanje bioloske raznolikosti. Izrada
i provedba takvih planova nemoguca je bez znanstvenih podataka o prisutnosti i gustoéi vrsta
na odredenom podrucju. 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 sluc¢ajevima tesko
izvedive i Cesto odstupaju od eti¢kih nacela. Znakovi prisutnosti kao izmet, urin ili dlaka ¢esto
su jedini dostupan izvor podataka. Da bi se ti problemi nadvladali razvijena je neinvazivna
geneticka metoda koja kao predmet istrazivanja koristi uzorke s malom koli¢inom DNA kao
Sto su izmet, dlaka, urin i razli¢iti uzorci tkiva. Iz uzoraka se izolira mitohondrijska DNA
(mtDNA) i pomoc¢u lan¢ane reakcije polimerazom (PCR) umnaza dio koji se naziva kontrolna
regija. Prisutnost PCR produkta provjerava se elektroforezom u 1%-tnom agaroznom gelu.

Mitohondrijska DNA je prisutna u svim zivotinjskim tkivima, ima mali genom
jednostavne strukture, nema nekodirajuéih dijelova (introna) i ima razlicitu stopu evolucije u
svojim pojedinim dijelovima, §to omogucava rjeSavanje filogenetskih pitanja na razli¢itim
taksonomskim razinama (ZHANG i1 HEWITT, 1996.). Vrlo je znacajan dio genoma i
nalazimo je u svakoj stanici sa 0.0006% ili 1% ukupne mase stanicne DNA (CABLES,
2001.). MtDNA je kruzna, dvolancana 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. Kontrolna regija je

nekodiraju¢i dio mtDNA duzine oko 1000 bp sa sekvencama koje djeluju u zacetku



replikacije i transkripcije mitohondrijskog genoma (HARRISON, 1989.; ODAK, 2004.). U
kontrolnoj regiji nalazi se D — petlja (D — loop), trolanc¢ana struktura koja nastaje tijekom
replikacije, a Cesto se taj naziv upotrebljava i kao sinonim za kontrolnu regiju (TABERLET,
1996., WHITE i sur., 1998.). MtDNA podlozna je brzoj evoluciji i izuzetno je vrijedan
genetski marker u populacijskoj i evolucijskoj biologiji. Dok su geni za rRNA molekulu
izuzetno konzervativni, podruéje kontrolne regije cCesto je podlozno promjenama
(SHEDLOCK 1 sur.,1992.). Dijelovi kontrolne regije evoluiraju Cetiri do pet puta brze od
ostatka molekule mtDNA, S§to kontrolnu regiju ¢ini jednom od najvarijabilnijih dijelova
mtDNA (TABERLET, 1996., PAGE 1 HOLMES, 1998.). Velika varijabilnost objasnjava se
time Sto jedan od dva lanca zavojnice biva premjeSten sintezom novog lanca tijekom
replikacije. 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.

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 djeluje DNA polimeraza i umnaza zeljeni dio lanca. Jedan od
najvaznijih ¢imbenika za uspjeSno umnazanje DNA je pravilan dizajn pocetnice, koji
omogucava vrsnu specificnost.

Cilj ovoga rada je razvijanje neinvazivne metode za razlikovanje Zivotinjskih vrsta iz
uzoraka s malom koli¢inom DNA. Da bi to postigli cilj nam je bio dizajnirati pocetnice za
umnazanje kontrolne regije mtDNA razli¢itih vrsta divljih Zivotinja koje su najcesc¢i
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.



Materijali i metode

Za izradu pocetnica koristile smo sekvence mitohondrijske DNA ciljnih Zivotinjskih
vrsta iz genske baze podataka, GenBank, koja se mnalazi na internet adresi:
www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank/. U radu smo koristile 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 Cije 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 1 sur., 2001.
medvjed 1 AB055136 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.




Pomocu 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.) i ClustlW Multiple
aligment (THOMPSON 1 sur., 1994.), sekvence razli¢itih zivotinja iste vrste smo usporedile
medusobnim poravnanjem (multiple aligment). Pomoc¢u internetskog programa ,,Primer 3
http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi 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 podru¢ju bogatog G-C parovima

6. 3" krajevi pocetnica ne smiju biti komplementarni jer ¢e ina¢e doc¢i 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.

Rezultati
Koriste¢i kompjuterske programe i postujuéi pravila za dizajn pocetnica, izradile smo
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 o¢ekivanom 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 &' 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 S’ 69.8 20

5'CTTATTTCAGGCGTATGGTCT 3' medvjed | 64.5 21 52

3' AGCTCCCGGACTAAGTG &' 62.1 17

5' ACCCAATTATATACGCTACAT 3' srna 59.2 21 218

3' GACTTAATGCGCTATG 5' 53.2 16

5' GAATCACCCCTACTGTGCTAC 3' vuk 64.7 21 74

3' GCCATTAATGCACGACGTAC 5' 67.5 20

Pocetnice za jelena duge su 21 i 18 bp, vezu se na 78. i 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 21120 bp, vezu se na

25.1299. mjesto te daju PCR produkt duljine 241 bp. Za medvjeda smo dizajnirale pocetnice

duge 211 17 bp, koje se vezu na. 134. 1 220. mjesto a PCR produkt je dug 52 parova baza. Za

srnu su pocetnice duge 21 i 16 bp, vezu se na 21. 1 106. mjesto, s PCR produktom dugim 218

bp. Za vuka su dizajnirane vrsno specifi¢ne pocetnice duge 21 i 20 bp, vezu se na 68. i 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
|
jelen 4 ATACAGCTTTCCACTCAACATCCATTTTACATTTTTACATCCA CTAACCACACAA
Jelen 3 s
Jelen 2 e
lisica 3 C.GA_AT.C.TTTTAA.CT..T.
lisica 1 C.GA.AT.C.TTTTAA.CT..T.
lisica 4 C.GA.AT.C.TTTTAA.CT..T.
dlvlja svinja 1 T...TATC..TA.AA.._A.AA-_CCCATA.AAA..
svinja 4 T...TATC..TA.AA.._A.AA-_CCCATA.AAA..
svinja 3 T...TATC..TA.AA.._A.AA-_CCCATA.AAA..
divlja svinja 2 T...TATC..TA.AA.._A.AA-_CCCATA.AAA..
medvjed 2
medvjed 1
medvjed 3
srna 1 LT T...GT. ... T.C...A..ATATACGC
srna 2 [ R P C RV C...A..ATATACGC
srna 3 LT To..GT. ... T.C...A..ATATACGC
srna 4 LT T...GT. ... T.C...A..ATATACGC
vuk 1 C.GA.AT.C.T.TTAA.CT..T.CC.GATACCCCC
vuk 4 C.GA.AT.C.T.TTAA.CT..T.CC.GACACCCC-
vuk 3 C.GA.AT.C.T.TTAA.CT..T.CC.GATACCCCC
vuk 2 C.GA.AT.C.T.TTAA.CT..T.CC.GATGCCCCC
90 100 110 120 130 140 150 160
BTy PR FYET PR PRSI PERR) PERDY FEETY Pree Frewd Free FRer) PEPE) PEPTS PEre) CEees |
jelen 4 -AATCTTATGCGCTTATAGTACATAAAATTAATGTACTAGGACATACTATGTATAATAGTACATTATATTATATGCCCCA
jelen 3 e eeeeaaaaas G e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
jelen 2 e eeeeaaaaas G e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
lisica 3 CT...CCGC.--——-—- CTCC..——. . ===~ C.TGCC----C.———_ . ... CG-.C..G..... -C.GC.. ...
lisica 1 CT...CCGC.—-————- CTCC..——. . ===~ C.TGCC----C.———_ . ... CG-.C..G..... -C.GC.. ...
lisica 4 CT...CCGC.—-————- CTCC..——. . ===~ C.TGCC----C.———_ . ... CG-.C..G.. ... -C.GC.........
divlja svinja 1 A...T...C-_AT.G.A_ACCA_A...TC....A_.... TA..CC--_..... CG-.C..G..... AT.GC. .G
divlja svinja 4 A...T.A.C-_AT.G.A_ACCA.A...TC....A..... TA..CC-——...... CG-.C..G..... AT.GC. .G
divlja svinja 3 A...T.A.C-_AT.G.A_ACCA.A...TC....A_.... TA..CC-——...... CG-.C..G..... AT.GC. .G
divlja svinja 2 A...T...C-.AT.G.A_ACCA.A...TC....A_.... TA..CC-——...... CG-.C..G..... AC.GCC.G
medvjed 2 CTG.ACC. .CGCAG. . .GTCCTC--G. . .ACT.T.TTCCCCC.C.———. . ... GCG. ...
medvjed 1 CTG.ACC. .CGCAG. . .GTCCTC--G...ACG.T.---CCCC.C.———. . ... GCG. ...
medvjed 3 CTG.ACC. .CGCAG. . .GTCCTC--G...ACC.T.T-CCCCC.C.———.. ... GCG. ...
srna 1 T..CT A et Teeeeaeaea o 1T . A e
srna 2 T..Co A e T.-Gooooo - 1T . A e
srna 3 T..CT A e a s Teeeeaeaea o 1T . A e Covnnnn
srna 4 T..CT. A e Teeeeaaaaa-- 1 . A e
vuk 1 TCAG...CTCCA.——. . ... CT.C.C.CC-—-.C.———. . ... CG-.C..G..... -..GGCT.
vuk 4 TCAG. . .CTCCAGGT...CCCT.C.T.CCTCC.C.———.. ... CG-.C..G..... -..GG.T.
vuk 3 TCAG...CTCCA.--....CCT.C.C.CC-—-.C.———.. ... CG-.C..G..... -..GGCT.
vuk 2 TCAG...CTCCA.--....CCT.C.C.CC-—-.C.———.. ... CG-.C..G..... -..GGCT.
170 180 190 200 210 220 230 240
o FEEEY YRS FEEES CEET) EETR) PEor) PEer PEErY PEEEY FEEE] EECE) CErSt EEey brarl ereny
jelen 4 TGCTTAT AAGCATGTACTTTTTATTATTTACAGTACATA GTACATGATGTTGTTCATCGTACATAGCGCAT——TAAGT
jelen 3 ... e [ L I e e e e eaaaaaan Al —— ...
jelen 2 - iiil.. Coviieees Teeeeaao e Al —_ ..
lisica 3 A.A_AC.-TAATA.T...... -AG..._AC.A_GT..A___T..._ATAAT. T ————————
lisica 1 A.A_AC.-TA_ATA.T...... -AG. ..AC.A.GT..A...T. ATAAT . T--—————-
4 _A.AAC.-TAATA.T...... -AG. ... C.A.GT..A...T.G..ATAAT.T-——————-
svinja 1 AAL L. AT.T...... e AT. AL AL .G A...ATC.T
svinja 4 AAL L. AT.T...... e AT. AL AL .G A...ATC.T
svinja 3 AAL L. AT.T...... e AT. AL A..Gooea oo A...ATC.T
divlja svinja 2 AAL L. AT.T...... e AT. AL ALAL ... ... A...ATC.T..
medvjed 2 A.G...CGC..GGTCT...... A.G..T.ACGT.CCGAA.G|
medvjed 1 A.A...CGC..GGTCT...... A.G..C.ACGT.CCGAA._G|
medvjed 3 A.A...CGC..GGTCT...... A.G..T.ACGT.CCGAA.G|
srna 1 _A.GAAG.C...G.T........ e LI o7 W ¢ —— e
srna 2 A.GAAG.C.. A T........ — e T..... S —— e
srna 3 A.GAAG.C.. . A T........ — e T..... S —— e
srna 4 A.GAAG.C.. . A.T........ — e T..... AlLA — e
vuk 1 A.AA. . -TAAT.CT...... -.G....AC..-AC.CA.C.T....GCT.A. TG ————— A.
vuk 4 A.AA. . -TA_ATTCT...... -.G....AT..-AC.CA...CC..._ATT.ATTG----- A.
vuk 3 A.AA. . .-TAAT.CT...... -.G....AT..-AC.CA.C.T....GTT.A.TG----- A.
vuk 2 A.AA. -TAATTTT...... -.G....AC.A-AC..A.C.T....GTT.A.TG----- A.
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lisica
lisica
lisica
divlja svinja 1
divlja svinja 4
divlja svinja 3
divlja svinja 2
medvjed 2
medvjed 1
medvjed 3
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vuk 2
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medvjed 2
medvjed 1
medvjed 3
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srna 4

vuk 1

vuk 4

vuk 3

vuk 2

jelen 4
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jelen 2
lisica

FNIEER)

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
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svinja 1
svinja 4
svinja 3
divlja svinja 2
medvjed 2
medvjed 1
medvjed 3
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S Y PO Y PRV DU PR DY P DTN FUNDY DUURY FUURY SN B
CAAATCAATTCTTGTCAACATGCATATCCCGTCCCCTAGATCACGAGCTTGATCACCATGCCGCGTGAAACCAGCAACCC

-T.TCAGGAA.A_A.ATGAC....CG..A ..—-T.A.G.A.
-TGTCAGGAG.A.A.ATGAC....CG..A.T.AGT.C..--T.A.G.A.
-T.TCAGGAG.A.A.ATGAC....CG..A T.A.G.A

“T-TCA_CAGT.G..-T.A
T-TCA_CAGT.G..-T.A
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S D D PO VN POvy DU PR DU PR DTSN TN DOTRY FOUDY POV Je
GC-TAGGCAGGGATCCCTCTTCTCGCTCCGGGCCCATAA-ATTGTGGGGGTAGCTATTTAATGAATTTTATCAGACATCT
e e e e e e e e e e e e e e G-.C

410 420 430 440 450 460 470 480

GGTTTCATACATTT
GGTTTCATACATTT
GGTTTCATACATTT
GGTTTCATACATTT




Rasprava

Cilj naSeg rada bio je dizajnirati vrsno specificne pocCetnice za umnazanje kontrolne
regije mtDNA razli¢itih 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 zivotinje 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
najcesée koriste pocetnice dizajnirane za sekvencioniranje regije koja je konzervirana medu
razli¢itim vrstama, tako da pocetnice nisu vrsno specificne i PCR se ne moze potvrditi
pripadnost vrsti, ve¢ je potrebno sekvencionirati PCR produkt i provesti filogenetsku analizu.
Izradom vrsno specifi¢nih pocetnica htjele smo olaksati 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 specifi¢nih 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 mesoZzdera iz uzoraka izmeta, u kojem se DNA
donorske vrste, plijena, mikroorganizama, a €esto i parazita i clankonozaca pojavljuju zajedno
a 1 potrebno je obraditi veliki broj uzoraka. Analiza takvih uzoraka klasi¢nim 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 razli¢itih zivotinjskih
vrsta rezultati ¢e biti iznimno precizni. Ovakve pocetnice mogu imati 1 Siroku primjenu u
forenzici, te u slucajevima kada je predmet istrazivanja mala koli¢ina tkiva u kojem je doslo

do razgradnje DNA.



Pocetnice koje smo izradile specificne su za odredenu zivotinjsku vrstu, $to 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 specifi¢ne 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 specifi¢ne pocCetnice

za umnazanje kontrolne regije mitohondrijske DNA hrvatskih divljih zivotinja.

Zakljucci
1. Dizajnirano je 6 parova pocetnica specificnih za umnazanje kontrolne regije
mitohondrijske DNA jelena, lisice, medvjeda, vuka, srne i divlje svinje.
2. Pomocu izradenih pocetnica moguce je identificirati Zivotinjsku vrstu koriste¢i samo
izolaciju DNA, PCR i elektroforezu, Sto omogucuje brze i jeftinije istrazivanje.
3. Pocetnice imaju Siroku primjenu u ekoloSkim istrazivanjima, istraZzivanjima prehrane

te u forenzickim slucajevima.
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Izrada vrsno specificnih pocetnica za umnazanje
mitohondrijske DNA divljih Zivotinja Hrvatske

LANA PADEN I IVANA SADARIC

Zavod za biologiju, patologiju 1 uzgoj divljaci Veterinarski fakultet, SveuciliSte u Zagrebu

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

Cilj ovog rada je bio izraditi vrsno specificne 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. Pomoc¢u dobivenih vrsno specifi¢nih pocetnica Zivotinjske
vrste se mogu identificirati iz minimalnih koli¢ina razlicitih tkiva koriste¢i se samo izolacijom
DNA, PCR reakcijom i elektroforezom, tako da imaju Siroku primjenu u mnogim ekoloskim
istrazivanjima i forenzickim slu¢ajevima.

Kljuéne 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 PAPEN I IVANA SADARIC
Department for game biology, pathology and breeding Faculty of Veterinary Medicine
University of Zagreb

PADEN, L. and I. SADARIC (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.

Kljuéne rijeci: primer, mitochondrial DNA, control region, wolf, fox, brown bear, roe deer,

red deer, wild boar
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