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Uvod

Temelj istrazivanja, upravljanja i zastite zivotinjskih vrsta 1 njihovih stanista je
prikupljanje podataka o prisutnosti vrsta na odredenom podrucju. Uzorci poput komadicéa
kosti, sasuSenog tkiva, izmeta, dlaka i perja Cesto su jedini dokazi prisutnosti vrste, a
takvim uzorcima vrlo je teSko morfoloski identificirati kojoj vrsti pripadaju vec je
najpouzdaniji nacin identifikacije pomoc¢u DNA.

Vaznost identifikacije vrste iz uzoraka DNA vidljiva je 1 prilikom provodenja
kontrole mesnih namirnica u prehrambenoj industriji. Naime, meso divljaci potencijalna
je meta za netocna etiketiranja u svrhu veceg profita, Sto rezultira prodajom jeftinijeg
mesa umjesto kvalitetnijeg 1 skupljeg (BRODMANN 1 sur., 2001.). Netocno etiketiranje
hrane zivotinjskog podrijetla predstavlja komercijalnu prijevaru i uzrokuje potencijalne
zdravstvene probleme potroSaca osjetljivih na alergene koji nisu prethodno jasno otisnuti
na etiketama, a dolazi i do problema kod prehrambene restrikcije iz vjerskih razloga
(FAJARDO 1 sur., 2007b.). Meso divlja¢i smatra se delikatesom 1 zahtijeva viSu cijenu
zbog karakteristiénog i intenzivnog okusa, nize razine masnoce i kolesterola, a visoke
razine viSih masnih kiselina te ¢injenice da divlja¢ nije tretirana hormonima i steroidima
(FAJARDO 1 sur., 2008b.). Sve to upucuje na potrebu za pouzdanim i jednostavnim
metodama razlikovanja mesa domacih Zivotinja od divlja¢i u svrhu zastite potrosaca
(PFEIFFER i sur., 2004.)

Tijekom posljednja dva desetlje¢a lanCana reakcija polimerazom (PCR) i
sekvencioniranje DNA, kao osnovne istrazivacke metode u molekularnoj genetici,
postale su uc¢inkovite i ekonomski prihvatljive Sirem krugu znanstvenika (AVISE, 2004.).
Stoga je danas najraSireniji 1 najprecizniji nacin identifikacije vrsta analiza DNA putem
metoda molekularne genetike. Identifikacija se temelji na izolaciji DNA, umnazanju
odredenog dijela DNA (najéeS¢e mitohondrijske DNA) pomocéu lancane reakcije
polimerazom (PCR), te sekvencioniranju PCR produkta tj. odredivanju slijedova
nukleotida. Slijedovi nukleotida se zatim analiziraju pomocu racunalnih programa i
usporeduju s referentnim sekvencama, na temelju kojih se odreduje pripadnost vrsti

(AVISE, 2004.).



Mitohondrijska DNA (mtDNA) je kruzna dvolancana DNA molekula koja se
sastoji od 15 000 do 20 000 parova baza (pb). Haploidna je, nema introna (nekodirajuéih
dijelova), a nasljeduje se od majke. Sastoji se od 37 gena od cega 13 gena kodira za
proteine koji sudjeluju u procesima transporta elektrona i1 oksidativne fosforilacije.
Mjesto u kojem zapocinje replikacija i transkripcija mitohondrijskog genoma naziva se
kontrolna regija. Kod kraljeznjaka se u kontrolnoj regiji nalazi D-petlja, trolancana
struktura, po kojoj se kontrolna regija vrlo Cesto u literaturi i naziva (TABERLET, 1996.;
WHITE i sur., 1998.). Kontrolna regija se sastoji od oko 1 000 parova baza, taj dio je
nekodirajudi i time nije podlozan prirodnoj selekciji, $to ga Cini vrlo dobrim genetskim
markerom u rjeSavanju filogenetskih pitanja. Mitohondrijska DNA podlozna je brzoj
evoluciji, tako da je kod sisavaca brzina evolucije mtDNA 1 do 10 puta veca nego kod
jezgrinih gena, a u mitohondrijskoj DNA najbrze evoluira kontrolna regija i to 4-5 puta
brze od ostatka molekule (TABERLET, 1996.; PAGE i HOLMES, 1998.). Zbog toga je
mtDNA dobar marker za razlu€ivanje promjena na nizim taksonomskim razinama, tj.
izmedu vrsta ili ¢ak populacija (ZHANG 1 HEWITT, 1996.).

Pocetnica (primer) je kratak, sintetizirani oligonukleotid izraden da prepozna
to¢no odredeni slijed nukleotida u DNA, koji zatim tijekom PCR reakcije sluzi kao kalup
na koji djeluje DNA polimeraza i umnaza zeljeni dio lanca. Po¢etnice mogu biti i vrsno
specifi¢ne §to nam omogucava uspjesno umnozavanje DNA samo ciljane vrste.

Cilj naSeg istrazivanja je izrada vrsno specifi¢nih pocetnica za identifikaciju
jelena lopatara (Dama dama) 1 razvijanje geneticke metode za razlikovanje jelena
lopatara od ostalih vrsta punorozaca koji obitavaju u Hrvatskoj - jelena obi¢nog (Cervus
elaphus) 1 sme (Capreolus capreolus). U znanstvenoj literaturi do sada nisu poznate

vrsno specificne pocetnice za identifikaciju jelena lopatara.

Hipoteza

Pretpostavlja se da je na temelju gena, primjenom lancane reakcije polimerazom
moguce iz uzorka tkiva razlikovati jelena lopatara (Dama dama) od ostalih vrsta
punorozaca koji obitavaju u Hrvatskoj, jelena obi¢nog (Cervus elaphus) i stne (Capreolus
capreolus). Smatramo da je moguce kreirati vrsno specificne pocetnice i razviti

ucinkovitu metodu za razlikovanje jelena lopatara od drugih vrsta zivotinja.



Materijali i metode

Analizirale smo 8 uzoraka miSi¢nog tkiva jelena lopatara (Dama dama), 3 jelena
obi¢nog (Cervus elaphus) 1 3 uzorka misi¢a sme (Capreolus capreolus). Uzorci su
potjecali od Zivotinja odstrijeljenih tijekom komercijalnog lova u Hrvatskoj te su bili
pohranjeni u 96% etanolu na — 20°C. Za izolaciju DNA iz uzoraka miSi¢a koristili smo
komercijalni kit ChargeSwitch® gDNA Tissue Kits, Invitrogen koji brzo i efikasno
izdvaja DNA iz tkiva. Izolacija DNA radena je prema protokolu proizvodaca.

Za kreiranje pocetnica koristile smo WEB aplikaciju za izradu pocetnica Primer-
blast (ROZEN 1 SKALETSKY, 2000.), koja se nalazi na internet adresi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/. Sekvencu mitohondrijske DNA jelena
lopatara (GenBank No: AF291895.1), na temelju kojih su kreirane pocetnice, preuzele
smo iz genske baze podataka, GenBank, koja se mnalazi na internet adresi
www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank/.

Parametri koriSteni u WEB aplikaciji su:

PCR template: AF291895.1

Primer Pair Specificity Checking Parameters

Organism: Homo sapiens, Cervus elaphus, Capreolus capreolus, Sus scrofa, Rupicapra
rupicapra

Database: nr

Ostali programski parametri nisu mijenjani.

Nakon kreiranja vrsno specifi¢nih pocetnica, optimizirale smo PCR protokol. Cilj
optimizacije je definirati optimalnu temperaturu pri kojoj se pocetnica vrsno specificno
veze na lanac DNA, stoga smo napravile niz PCR reakcija na temperaturnom gradijentu
od 57° do 71° C. Liofilizirane pocetnice su narucene iz Invitrogen™. Prije koriStenja
pocetnice su otopljene u deioniziranoj vodi, s ciljem dobivanja "stock" otopine
koncentracije 100 uM, koja se moze Cuvati na -20° C. Kao radnu otopinu koristile smo

smjesu obje pocetnice (10XPM), u kojoj je koncentracija svake pocetnice 2 pM.

Za pripremu PCR smjese koristen je komercijalni kit "Platinum® PCR SuperMix,
Invitrogen". Umnazanje kontrolne regije mtDNA je radeno u smjesi volumena 10 pL

koja je sadrzavala: 1 pl DNA, 1 pl otopine podetnica i 9 pl Platinum® PCR SuperMix,



Invitrogen. PCR reakcije su provodene u plasti¢cnim epruveticama od 0,2 ml, MicroAmp
Reaction Tubes (8 Tubes/Strip) i MicroAmp Caps (8 Caps/Strip), Applied Biosystems.
Reakcija se provodila koriste¢i uredaj GeneAmp PCR System 2700 (Applied

Biosystems).

Elektroforezom na 1,5%-tnom agaroznom gelu je provjereno da li je dosSlo da
umnazanja PCR produkta pomocu vrsno specificnih pocetnica. Gel je pripremljen
otapanjem 0,75 g agaroze u 50 ml 1 X TBE pufera te zagrijavanjem do vrenja, sve dok se
agaroza nije potpuno otopila. U agarozu je dodano 5ul "SYBR Safe Gel stain". Ohladena
otopina je prelivena u kalup te je postavljen ¢esalj za jazice. Nakon polimerizacije gela na
sobnoj temperaturi, na parafilmu je izmijeSano 5 pl PCR proizvoda i 2 ul LB (engl.
Loading buffer) pufera i naneseno u jazice. Elektroforeza se odvijala na sobnoj
temperaturi, pri konstantnom naponu od 90V, 30 min. Gel smo promatrale pomocu

transiluminatora i fotografirale digitalnim fotoaparatom.

Rezultati

Koriste¢i se WEB aplikacijom za izradu pocetnica dizajnirale smo nekoliko
teoretski vrsno specifi¢nih poCetnica za umnazanje dijela kontrolne regije mtDNA jelena
lopatara (Dama dama) (Slika 1.). Za daljnji rad smo izabrale prvi par od tih teoretski

dizajniranih pocetnica (Tablica 1.) te narucile njihovu izradu od vanjskog servisa.



Primer-BLAST Primer designing tool
NCBI/ Primer-BLAST :results more...

e Warnings: The template sequence is from Dama dama, but the organism for specificty checking is
limited to Homo sapiens, Cervus ela phus, Capreolus capreolus, Sus scrofa, Rupicapra rupicapra.

Input PCR template
AF291895.1 Cervus dama mitochondrial D-loop, partial sequence

Range
1-916

Specificity of primers
Primer pairs are specific to input template as no other targets were found in sclected database: All
GenBank+EMBL+DDBI+PDB sequences (but no EST. STS. GSS.environmental samples or phase
0. 1 or 2 HTGS sequences) (Organism limited to Homo sapiens, Cervus ela phus. Capreolus
capreolus, Sus scrofa, Rupicapra rupicapra)

Summary of primer pairs

R o L e e e e

0 150 300 450 600 750 900
| -
| -

Detailed primer reporis

Primer pair 1

Sequence (5'->3') S;L:;‘;l‘;f: Length Start Stop Tm GC%
Forwardprimer TCGCTCCGGGCCCATAGACT Plus 20 399 418 59.11 65.00%
Reverseprimer  GCTCCGGGTCGGGGCCTTAG Minus 20 641 622 61.02 75.00%
Internal oligo Plus

Productlength 243

Slika 1. Rezultat dobiven koristenjem WEB aplikacije Primer-blast

Tablica 1. Specificne pocetnice za jelena lopatara sa slijedom nukleotida, duljinom

pocetnica, temperaturom denaturacije te ocekivanom duljinom PCR produkta

Slijed nukleotida u pocetnici Duljina Tm°C | Duljina PCR
(5'->3") pocetnica produkta

(pb) (pb)

Uzvodna

. . | TCGCTCCGGGCCCATAGACT 20 59.11

pocetnica 43

Nizvodna | GCTCCGGGTCGGGGCCTTAG
20 61.02

pocetnica

Pocetnice za jelena lopatara duge su 20 pb, vezu se na 399. i 641. mjesto

kontrolne regije mtDNA jelena lopatara te daju PCR produkt duljine 243 pb.



Nakon testiranja PCR reakcija na temperaturnom gradijentu za spajanje pocetnica
na denaturirani lanac DNA od 57° do 71°C rezultati su pokazali da se pocetnica

optimalno specificno veze na temperaturi od 70° C (Tablica 2).

Tablica 2. Reakcijski uvjeti lancane reakcije polimerazom

Temperatura (°C) Vrijeme
Aktivacija polimeraze 92 2 min
Denaturacija kalupa 94 30 sek
Prianjanje pocetnica 70 30 sek
Produzenje lanca 72 2 min
Zavrs$no produzenje 72 10 min

Nakon definiranja optimalnog PCR protokola, istrazili smo uspjeSnost
dizajniranih pocetnica za razlikovanje jelena lopatara na 8 uzoraka DNA jelena lopatara,
3 uzorka jelena obi¢nog i 3 uzorka srne. Elektroforezom na gelu smo utvrdile da je kod 6
od ukupno 8 uzoraka (75%) jelena lopatara dobiven PCR produkt, dok kod 3 uzorka
jelena obi¢nog i 3 uzorka srne nije dobiven PCR produkt (Slika 2.)

Slika 2. Prikaz agaroznog gela nakon elektroforeze PCR produkata uzoraka jelena
lopatara (L1-L6), jelena obicnog (J1-J3) i srne (S1-S3)

Elektroforezom na gelu provjerile smo uspjesnost izolacije DNA dva uzorka
lopatara kod kojih nije dobiven PCR produkt i utvrdile smo da iz tih uzoraka DNA nije

uspjesno izolirana.



Rasprava

Ciljevi naSeg rada bili su dizajnirati vrsno specificne pocetnice za umnazanje
kontrolne regije mtDNA jelena lopatara, te optimizirati PCR protokol za koriStenje tih
pocetnica. PocCetnice se koriste za identifikaciju tkiva jelena lopatara i razlikovanje od
ostalih vrsta, koriste¢i samo izolaciju DNA, PCR i elektroforezu. Takvim postupkom, u
kojem se izostavlja skupo 1 dugotrajno sekvencioniranje, olakSavamo i ubrzavamo proces
identifikacije Zivotinjskih vrsta, te pri tom mozemo koristiti uzorke dobivene
neinvazivnim putem tj. uzorke s malom koli¢inom DNA ili degradiranom DNA.
Primjena ovakve metode je mnogostruka; osim istrazivanja prisutnosti i gustoce
populacije jelena lopatara na odredenom podrucju, koriste¢i dizajniranu pocetnicu
moguce je vrsiti analizu prehrane predatora iz uzoraka izmeta te analizu sastava mesnih
preradevina.

Specificnom pocetnicom mozemo precizno identificirati plijen na temelju DNA
izolirane iz izmeta predatora, Sto je velika prednost pri usporedbi s konvencionalnim
metodama (morfoloska identifikacija dlaka i kostiju pronadenih u izmetu) koje su €esto
neprecizne i dugotrajne.

Ovakve pocetnice mogu imati i Siroku primjenu u forenzici, te u slu¢ajevima kada
je predmet istrazivanja mala koli¢ina tkiva u kojem je doslo do razgradnje DNA (PADEN
i SADARIC, 2009.)

Vecina znanstvenih istraZivanja kojima je cilj analiza mesa 1 mesnih preradevina,
a temelje se na PCR reakciji, do sada se bavila doma¢im Zivotinjama kao $to su goveda,
ovce, koze, svinje, purani i kokosi (GIRISH i sur., 2004.). Znatno je manje istrazivanja
koje se bave identifikacijom mesa divljaci, iako trziSte pokazuje sve vecu potrebu za
njima. Pokazalo se da je koriStenje vrsno specificnih pocetnica koje ciljaju tocno
odredene kratke DNA fragmente odli¢na alternativa za utvrdivanje autenti¢nosti mesa,
posebno kod uzoraka termicki obradene hrane ili mesa sastavljenog od dvije ili vise
zivotinjskih vrsta (kobasice, pastete, mljeveno meso itd.) (MONTIEL-SOSA 1 sur.,
2000.). U prilog tome govore istrazivanja koja su se temeljila na PCR-u 1 koriStenju
specifiénih pocetnica, a u svrhu analize mesa. Tako su FAJARDO i sur. (2007a.)

dizajnirali tri vrsno specifi¢ne pocetnice za razlikovanje divokoze (Rupicapra rupicapra),



kozoroga (Capra ibex) i muflona (Ovis musimon). Isti tim znanstvenika (FAJARDO i sur.
2008a.) je takoder proveo istrazivanje vrsno specifi¢nih pocetnica za razlikovanje divlje
(Sus scrofa scrofa) 1 domace svinje (Sus scrofa domestica) ciljaju¢i D - petlju kontrolne
regije mitohondrijske DNA 1 jezgrine melanokortin-receptor 1 (MCI1R) gene. PCR ima
sposobnost selektivnog spajanja pocetnice na specifican dio DNA u mnostvu filogenetski
sliénih dijelova DNA 1 medu uzorcima razliitih zivotinjskih vrsta. Usporedujuéi je s
ostalim metodama, PCR sa specifi¢nim pocetnicama je jeftinija, brza i pogodnija metoda
za rutinske analize velikog broja uzoraka (HERMAN, 2001.).

Tijekom ovog istrazivanja ustanovljen je i nedostatak ove metode - u slucaju
dobivanja negativnih rezultata nakon elektroforeze, nemoguce je sa sigurnos¢u zakljuciti
da 1i izolirana DNA ne pripada jelenu lopataru ili izolacija DNA nije uspjela. Taj
nedostatak bi se prevladao koriStenjem para pocetnica koje bi se sigurno vezale na DNA
svih Zivotinjskih vrsta (umnaza se konzervativni dio DNA zajednicki npr. svim

sisavcima), a sluzile bi kao kontrola, odnosno dokaz da je izolacija DNA iz tkiva uspjela.

Zakljucci

1. Dizajniran je jedan par pocetnica specifiénih za umnoZzavanje kontrolne regije
mitohondrijske DNA jelena lopatara (Dama dama).

2. Testiranjem PCR reakcija na temperaturnom gradijentu za spajanje pocetnica na
denaturirani lanac DNA od 57° do 71°C dobivena je optimalna temperatura od
70°C.

3. Siroka je primjena dizajnirane poletnice u ekoloskim istraZivanjima,
istrazivanjima prehrane predatora, u forenzickim slucajevima i u kontroli mesnih

namirnica u prehrambenoj industriji.
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TRUPEC, T., VRANESEVIC 1. (2010.): Kreiranje vrsno specifi¢nih poletnica za
umnazanje mitohondrijske DNA jelena lopatara ( Dama dama )

SazZetak

Ciljevi naSeg rada bili su dizajnirati vrsno specificne pocetnice za umnaZanje
kontrolne regije mitohondrijske DNA jelena lopatara (Dama dama), te optimizirati PCR
protokol za koriStenje tih pocetnica. PoCetnice su dizajnirane temeljem sekvenci jelena
lopatara preuzetih iz genske baze podataka GenBank uz koriStenje WEB aplikacije za
izradu pocetnica. Odredena je duljina pocetnica, mjesto vezivanja i duljina PCR
produkta. Pocetnice se koriste za identifikaciju jelena lopatara i razlikovanje od ostalih
vrsta, koriste¢i samo izolaciju DNA, PCR i elektroforezu. Upotreba pocetnica ispitana je
na osam uzoraka jelena lopatara, tri uzorka jelena obi¢nog i tri uzorka srne.Tako
dizajnirane vrsno specificne pocetnice moguce je primjenjivati u ekoloSkim
istrazivanjima, istrazivanjima prehrane predatora, u forenzickim slucajevima i u kontroli
mesnih namirnica u prehrambenoj industriji.
Kljuéne rije€i: pocCetnica, mitohondrijska DNA, PCR protokol, kontrolna regija, jelen

lopatar
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Abstract

Goals of our work were to design species specific primers for amplification of
control region of mitochondrial DNA for fallow deer (Dama dama) and to find
optimal PCR protocol for application of those primers. Primers have been designed
based on fallow deer sequences from GenBank using the WEB application for primer
design. We have defined the size, location of and the size of the PCR product. With
these specific primers fallow deer can be identified and distinguished from the other
animal species using only DNA isolation, PCR and electrophoresis. Application of
the primers has been tested on eight samples of fallow deer, three samples of roe deer
and three reed deer samples. These species specific primers can be applied in
ecological researches, researches of predators feeding habits, in forensic cases and in
control of game meat products in food industry.

Key word: primer, mitochondrial DNA, PCR protocol, control region, fallow deer
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