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Uvod

Sredozemna medvjedica (morski covik, morsko tele ili Adrijana), jedini je tuljan
Sredozemlja. Nekada je bila redoviti stanovnik ¢itavog hrvatskog dijela jadranske obale i
otoka, a u danasnje doba jedna je od najrjedih i najugrozenijih zivotinjskih vrsta na svijetu,
pa ju je u hrvatskom dijelu Jadrana moguée susresti samo ponekad (GOMERCIC, 1998a.).
Populacija je bila samorodna vjerojatno do kraja 1960-tih godina (ANTICA, 1999.), a
posljednje poznato staniste sredozemne medvjedice u Jadranu bilo je u blizini otoka Paga.
Od godine 1992. se smatra da vide ne Zivi u Jadranu (GOMERCIC i sur., 2006.). Razlozi
ugrozenosti populacije u proslosti uglavnom su bili ribari koji su je masovno ubijali zbog
uniStavanja ribarskih mreza, a u novije doba urbanizacija obale. Jedini poznati uzorci tkiva
sredozemnih medvjedica koje potjecu iz hrvatskog dijela Jadranskog mora su dvije lubanje
koje su kraniometrijski i opisane (GOMERCIC i HUBER, 1989.; GOMERCIC i sur.,
2009.) te uzorak tkiva miSi¢a, koze i kosti od leSine pronadene 2008. godine na otoku
Lopudu. Svi su uzorci pohranjeni u zbirci tkiva na Zavodu za anatomiju, histologiju i
embriologiju, Vetreinarskog fakulteta, SveuciliSte u Zagrebu.

Zahvaljujuéi provedenim znanstvenim istrazivanjima, sredozemna medvjedica je uz
sve vrste kitova u Hrvatskoj zakonom zaiti¢ena (GOMERCIC, 1998b.). Zakon o zadtiti
prirode (NN 30/94), Pravilnik o zastiti pojedinih vrsta sisavaca (NN 31/95).

Poznavanje populacijske strukture vrste ima velikog znacaja u o¢uvanju populacije
nekog staniSta, a kako je sredozemna medvjedica u najvisSem stupnju ugrozenosti svaki
podatak doprinosi razumijevanju biologije te vrste.

Morfolosko odredivanje spola ponekad je onemoguceno zbog raspadnutosti trupla
ili postojanja tek malog dijela uzorka, tijela Zivotinje, na temelju kojeg je nemoguce
odrediti spol. Molekularne metode istrazivanja poput lancane reakcije polimerazom (PCR)
tako postaju presudne u istrazivanju spola iz minimalne koli¢ine genetskog materijala.

Osnova PCR metode je odredivanje postojanja ili nepostojanja odredenih gena na
spolnim kromosomima (SINDICIC, 2005.). Odredivanje spola kod sisavaca pomoéu PCR
metode radi se naj¢eS¢e na dva nacina. Prvi je umnozavanje homolognih fragmenata na X i
Y kromosomu, a drugi je umnozavanje fragmenata specificnih samo za Y kromosom, tj. za
muske jedinke. Umnozavanje X i Y homolognih nizova je mnogo pouzdaniji nacin jer se u
PCR ulazi s jednim setom pocetnica, a razlikovanje X 1 Y sljedova zahtijeva polimorfizam
veli¢ine fragmenata (NAKAHORI i sur., 1991) ili jedinstveno restrikcijsko mjesto
(AASEN i MEDRANO, 1990.).



Drugi nacin odredivanja spola kod sisavaca je umnozavanje samo Sry fragmenta
svojstvenog za Y kromosom. Tako samo uzorci dobiveni od muskih zivotinja daju
pozitivni rezultat na elektroforetskom gelu (PALSBOLL i sur., 1992.; GILSON i sur.,
1998.), ali negativan rezultat ne potvrduje nuzno zZenku. On moze biti posljedica problema
sa pocetnicama 1 cjelokupnom PCR reakcijom. Iz tog se razloga uz umnozavanje Sry
fragmenta koristi paralelno i umnozavanje kontrolnih regija na DNA, poput ZFX i ZFY
gena (GILSON i sur., 1998.) koji su koriSteni i u ovom radu (pocetnice P1-5EZ, P2-3EZ).
Druge dvije koristene oligonukleotidne pocetnice (Y53-3C, Y53-3D) dizajnirali su FAIN i
LEMAY (1995.), a one se koriste za umnazanje fragmenta Sry.

Umnozavanjem uzoraka kod Zenki dobiva se jedan PCR fragment duljine 445
baznih parova, dok se umnozavanjem uzoraka kod muzjaka dobivaju dva fragmenta: jedan
duljine 445 i jedan duljine 224 baznih parova.

Koristenom metodom je ve¢ dokazivan spol i kod drugih vrsta sisavaca poput
jelena (GILSON i sur., 1998.), kitova (PEZER, 2003.; SULIC, 2004.) i medvjeda
(SINDICIC, 2005.).

Cilj rada mi je bio odrediti spol na temelju izolirane DNA, PCR metodom kod

sredozemne medvjedice iz muzejskih lubanja i vrlo raspadnute leSine.

Hipoteza

U nekim slu€ajevima na temelju morfologije je nemoguce odrediti spol zivotinje.
Pretpostavlja se da je spol sredozemne medvjedice moguce odrediti na temelju gena, tj.
lan¢anom reakcijom polimerazom. Isto se tako pretpostavlja da je moguce izolirati DNA

muzejskih uzoraka starijih od 40 godina.

Materijali i metode

U radu su koriSteni uzorci triju razli¢itih jedinki sredozemne medvjedice stradalih u
hrvatskom dijelu Jadranskog mora. Od dvije sredozemne medvjedice (SM1 i SM2) jedino
su sacuvane lubanje, dok je od tre¢e sredozemne medvjedice (SM3) sacuvan jedan ¢lanak
prsta i uzorak vrlo trulog misica i koze. Svi su uzorci pohranjeni u zbirci tkiva na Zavodu

za anatomiju, histologiju i embriologiju, Vetreinarskog fakulteta, SveuciliSte u Zagrebu.



Lubanja SM1 (Slika 1a., Tablica 1.) je pripadala je muskoj Zivotinji, staroj oko 2
mjeseca i teskoj oko 80 kg, ubijenoj u vodama otoka Visa oko 1978 godine (GOMERCIC i
HUBER, 1989). Na njoj nije bilo nikakvih ostataka mekanog tkiva.

Lubanja SM2 (Slika 1b., Tablica 1.) pronadena je u Komizi 1964. godine, a
najvjerojatnije je ubijena od ribara na otoku BiSevu kraj Visa. Pripadala je odrasloj
zivotinji nepoznatog spola. Na lubanji se nalazi sasusenog mekog tkiva.

Uzorak S3 (Slika 1c. i 1d., Tablica 1.) je uzet od leSine sredozemne medvjedice
pronadene 10. studenog 2008. godine nasukane u uvali Sunj na otoku Lopudu. Truplo je
bilo bez vrata i glave, jako trulo, koZa je potpuno macerirana, bez ikakvih utrobnih organa.
U sklopu rutinskih pretraga leSina morskih sisavaca na Zavodu za anatomiju, histologiju i
embriologiju, Veterinarskog fakulteta, SveciliSte u Zagrebu, sa¢uvane su i pohranjena je

jedan ¢lanak prsta i uzorak misic¢a sa kozom u 96% alkoholu i smrznut na -20 °C.

Slika 1. a) lubanja sredozemne medvjedice SM1 iz 1978. s otoka BiSeva;
b) lubanja sredozemne medvjedice iz 1964. s otoka Visa; ¢) i d) truplo sredozemne

medvjedice pronadeno 2008. godine na otoku Lopudu

U radu su rabljeni jo§ i uzorci tkiva miSi¢a drugih Zivotinja poznatog spola za

kontrolu PCR reakcije te usporedbu i to dvije zenke psa, jedne Zenke macke, jednog



muskog psa, vuka i Cunjastog tuljana (Tablica 1.). Ovi uzorci se ¢uvaju u banci tkiva na

Zavodu za biologiju, Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.

Tablica 1. Popis pretrazenih uzoraka

Oznaka | Vrsta jedinke spol od kuda je Godina Mjesto
uzorka zivotinje izolirana pronalaska | pronalaska
DNA

S1 sredozemna muzjak korijen zubai | 1978. otok Bisevo
medvjedica zubna alveola

S2 sredozemna nepoznat krorijen zuba | 1964. otok Vis,
medvjedica Komiza

S3 sredozemna nepoznat Clanak prsta | 2008. otok Lopud
medvjedica

pasl pas Zenka misi¢

pas2 pas Zenka misi¢

macka | macka zenka miSic¢

pas3 pas muzjak misi¢

vuk vuk muzjak misi¢

tuljan cunjasti tuljan muzjak misi¢

DNA od sredozemne medvjedice SM1 je bila izdvojena (Tablica 1.) iz korijena
zuba, od SM2 iz korijena zuba i sasuSenog tkiva iz zubne alveole, a od SM3 iz ¢lanka
prsta. [zoliranje DNA je napravio Laboratorij za klinicku i sudsku genetiku, Klinicki zavod
za patologiju, sudsku medicinu i citologiju, KBC Split.

DNA ostalih uzoraka izdvojeno je iz uzoraka miSi¢a koriste¢i komercijalni kit
ChargeSwitch® gDNA Tissue Kits, Invitrogen koji brzo i efikasno izdvaja DNA iz tkiva.
Izolacija DNA radena je prema protokolu proizvodaca.

Cijeli postupak izolacije DNA i izvodenje PCR metode radila sam sa sterilnim
priborom i u fizicki odvojenim prostorijama, a sve u cilju smanjenja mogucnosti
kontaminacije uzoraka stranom DNA ili onom iz drugih uzoraka.

Dio gena sry na Y kromosomu i gene ZFX i ZFY na X, odnosno Y kromosomu
sam umnozila lancanom reakcijom polimerazom u dva puta promjenivsi broj ciklusa, i to
sa 35145 ciklusa.

Za PCR sam koristec¢i uredaj GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems),
koriste¢i Multiplex PCR kit (Quiagen, SAD). Volumen reakcijske smjese je bio 7 pl, a
sadrzavao je smjesu pocetnica, izoliranu DNA, tekuéinu iz kita "multiplex master mix" i

vodu (Tablici 2.)




Tablica 2. Sastav zajednicke reakcijske smjese za lan¢anu reakciju polimerazom

Reagens Pocetna Konac¢na Volumen za
koncentracija koncentracija  jednu reakciju
Smjesa 10 X (2 uM) 0.2 pM** 0.7
pocetnica *
tekucina iz kita 2X 042 X 1.5
"multiplex
master mix"
DNA kalup 1
H,0, 3.8
deionizirana
Ukupna 7
koli¢ina

*Smjesa pocetnica sadrzi sve Cetiri pocetnice (Y53-3C, Y53-3D, P1-5EZ, P2-3EZ).

**(dnosi se na koncentraciju svake pocetnice.

DNA izolate sam zatim podvrgla lancanoj reakciji polimerazom u trajanju od 35

ciklusa, a zatim na 45 ciklusa (Tablica 3.).

Tablica 3. Reakcijski uvjeti lan¢ane reakcije polimerazom

Temperatura (°C) Vrijeme
Aktivacija polimeraze 95 15 min
Denaturacija kalupa 94 30s
Prianjanje pocetnica 48 90 s 35 1 45
Produzenje lanca 72 90 s ciklusa
Zavr$no produZenje 72 10 min

Produkt dobiven PCR-om podvrgnula sam elektroforezi na 1,5% agaroznom gelu.
Gel sam pripremila otapanjem 0,75 g agaroze u 50 ml 1 X TBE pufera te zagrijavanjem do
vrenja nakon ¢ega je dodano Sul SYBR Safe Gel stain. Ohladenu otopinu sam ulila u kalup
i postavila ¢esalj za jazice. Nakon polimerizacije gela na sobnoj temperaturi, na parafilmu
sam izmijeSala 5 pl PCR proizvoda i 2 pl LB (engl. Loading buffer) pufera i nannjela u
jazice. Prva elektroforeza se odvijala 60 min, a druga 30 min na 90 V. Gelove sam

promatrala transluminatorom i fotografirala digitalnim fotoaparatom.



Rezultati

Elektroforezom na 1,5% agaroznom gelu dobiveni su PCR fragmenti razlicite
velicine. Kod muzjaka vidljiva su dva fragmenta od 224 i 445 parova baza (bp), a kod
zenki samo jedan od 445 bp.

U prvoj PCR reakciji (Slika 2.) sa 35 ciklusa kod svih kontrolnih uzoraka psa,
macke, vuka i tuljana kod kojih je DNA izolirana iz svjezeg miSi¢a koji je bio Cuvan u 96%
alkoholu na -20 °C dobiveni su lijepo jasno vidljivi jedan ili dva PCR fragmenta, ovisno o
spolu zivotinje. Dok se kod uzorka sredozemne medvjedice SM2 slabije isti¢e jedan PCR

produkt od 445 bp, kod uzorka SM1 i SM3 nisam dobila PCR produkt.

pasi pas2 macka pas3 vuk tulan 50pb SM1 SM2 SM3
Q @ @ d Jd d Q@

Slika 2. Prikaz gela sa PCR produktima nakon elektroforeze, 35 ciklusa u PCR reakciji

U drugoj PCR reakciji zbog povecanja broja ciklusa na 45, uzorak ¢unjastog tuljana
ima jaci intenzitet fluoresciranja fragmenata. Ovdje se zapravo radi o 2 fragmenta S$to
potvrduje da je uzorak pripadao jedinki muskog spola. U ovoj PCR reakciji sam i pored
PCR produkta od uzorka SM2 koji potvrduje da je SM2 Zenka, dobila i dva PCR produkt

od uzorka SM3 i time utvrdila da je sredozemna medvjedica SM3 bila muskog spola (Slika



3.). Primjec¢uje se da je kraci fragment od 224 bp slabijeg intenziteta. Uzorak SM1 ni u
ovoj PCR reakciji nije dao nikakav produkt.

SM1 SM1 SM2 SM2 SM3 tuljan

@ ¢ Jd d

Slika 3. Prikaz gela sa PCR produktima nakon elektroforeze,
45 ciklusa u PCR reakciji

Rasprava

Metoda odredivanja spola umnaZanjem dijela gena sry uz istodobno koriStenje
kontrolnih regija za gene ZFX/ZFY pokazala se uspjeSnom za odredivanje spola
sredozemne medvjedice. Time je ovim radom dokazano da se metoda osim za odredivanje
spola kod jelena (GILSON i sur., 1998.), kitova (PEZER, 2003.; SULIC, 2004.) 1
medvjeda (SINDICIC, 2005.) moze koristiti i za odredivanje spola i kod ove vrste
sisavaca. Cetiri koristene oligonukleotidne podetnice funkcioniraju kod razli¢itih vrsta
sisavaca (AASEN i MEDRANO, 1990.; GILSON i sur., 1998.).

Uzorak koji je pripadao sredozemnoj medvjedicic SM1 nisam uspjela odrediti spol
iako se iz literature zna da je bio muskog spola (GOMERCIC i HUBER, 1989.). Iz ove
lubanje DNA smo probali izolirati iz korijena zuba, ali unato¢ ponavljanju PCR reakcije
spol nije bilo moguce utvrditi. Najvjerojatnije se iz te lubanje DNA nije uopce izolirala ili
ne u dostatnoj koli¢ini ili je uzorak toliko star i obraden da je u njemu DNA jako
degradirana.

U ovom radu su koriSteni muzejski primjerci strogo zasti¢enih i jednoj od
najugrozenijih Zivotinjskih vrsta na zemlji. Zbog toga su bilo kakvi podaci o ovoj vrsti vrlo
dragocjeni i tesko je do njih doc¢i. Zbog toga je ova molekularna metoda odredivanja

znacajna jer je neinvazivna, tj. mogu se koristiti bilo koji uzorci koji sadrze DNA a da se



ne ometa sama Zivotinja, na primjer izmet i dlaka Zivotinje koje bi se mogle na¢i u

njihovom stanistu.

Zakljucci

1. Metoda je primjenjiva za odredivanje spola sredozemne medvjedice (Monachus
monachus)

2. Uspjesno je odreden spol 2 jedinke za koje nisu postojali podaci o spolu

3. KoriStena metoda je brza, jednostavna i precizna te je pogodna za primjenu na

uzorcima kosStanog tkiva
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Odredivanje spola sredozemne medvjedice (Monachus monachus)
metodom lancane reakcije polimerazom
Tanja Cafuk
Veterinarski fakultet SveuciliSta u Zagrebu, Zagreb, Hrvatska

CAFUK, T.: Odredivanje spola sredozemne medvjedice (Monachus monachus)
metodom lancane reakcije polimerazom. Studentski znanstveni rad

SAZETAK

Sredozemna medvjedica (Monachus monachus), jedini tuljan Sredozemlja, jedna je
od najugrozenijih Zivotinjskih vrsta na Zemlji. Nekada je obitavala i u hrvatskom dijelu
Jadrana. Smatra se da od 1992. godine viSe ne zivi u Jadranu, iako povremeno neke jedinke
u njega zalutaju. Poznavanje populacijske strukture vrste ima velikog znacaja u oCuvanju
populacije nekog staniSta, a kako je sredozemna medvjedica u najviSem stupnju
ugrozenosti svaki dobiveni podatak doprinosi razumijevanju biologije te vrste. U ovom je
radu koriStena lancana reakcija polimerazom (PCR), s ciljem utvrdivanja spola kod
sredozemne medvjedice. Izolirana je genomska DNA iz dva muzejska primjerka lubanje
sredozemne medvjedice i iz ¢lanka prsta trece jedinke. Za usporedbu se koristilo jo§ 6
uzoraka drugih sisavaca poznatog spola, od toga je jedan uzorak Cunjastog tuljana. Uz
cetiri oligonukleotidne pocetnice PCR metodom dobili smo fragmente razlicite duljine
nastale umnazanjem dijela gena sSry koji se nalazi na Y kromosomu i postoji samo kod
muzjaka te kontrolnih regija ZFX/ZFY koje postoje kod muzjaka i zenki. Uspjesno je
odreden spol dvije jedinke, dok je kod jednog uzorka odredivanje spola bilo neuspjesno.

Kljué¢ne rije¢i: sredozemna medvjedica, Monachus monachus, odredivanje spola,

lancana reakcija polimerazom, PCR, sry gen
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CAFUK, T.: Mediterranean monk seal (Monachus monachus) gender determination by
polymerase chain reaction

ABSTRACT

The Mediterranean monk seal (Monachus monachus) is the only seal species that
inhabits Mediterranean Sea and one of the most endangered animal species of the world.
Once found throughout Croatian part of the Adriatic Sea, the Mediterranean monk seal is
considered extinct since 1992., although some individuals from the neighboring
populations enter the Adriatic Sea and stay there temporarily. Understanding the
population structure of the species has got a great significance in preserving the population
of a certain habitat, so every gained information considering highly endangered
Mediterranean monk seal contributes to better understanding of the species biology. In this
study polymerase chain reaction (PCR) has been used for identify sex from the bone tissue
samples. Genome DNA has been extracted from 2 museum monk seal skull and one from
finger falange. For compare, DNA has been extracted from 6 other mammals, known sex.
With the four oligonucleotide primers, used in the PCR, different length fragments (445
bp and 224 bp) have been obtained. Primers were used to simultaneously amplify a part of
the sry gene located on the Y chromosome wich exists only in males, and control regions
of ZFX/ZFY, which exists in males and females. The sex of 2 units has been successfully
determined, while determination sex of one sample has been unsuccessful.

Key words: Mediterranean monk seal, Monachus monachus, sex determination,

polymerase chain reaction, PCR, sry gen
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