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POVZETEK

Muzegji so postali nenadomestljivi viri bioloskih zbirk, z velikim Stevilom vrst, ki zajemajo
siroko taksonomsko obmocje. Zbrani muzejski viri zagotovijo zadostno koli¢ino dovolj
kvalitetne DNA, da se jo skozi molekularno sistematiko, filogenijo in evolucijske Studije
lahko uporabi za opisovanje in razumevanje biodiverzitete. Koli¢ina in kakovost DNA
muzej skih osebkov je predvsem odvisna od nacina shranjevanja, obdelave in starosti vzorcev.

Sistem ¢rtnih kod DNA je taksonomska metoda, pri kateri uporabljamo kratek odsek DNA, ki
vsebuje dovolj informacije, da lahko na njeni podlagi predstavnika neznane vrste uvrstimo v
znano taksonomsko skupino. Zaradi kratkih odsekov identifikacijske DNA lahko analiziramo
vzorec tudi v primeru degradirane DNA.

DNA analiza se pri¢ne z izolacijo, nadaljuje s PCR (verizna reakcija s polimerazo) ter
agarozno gelsko elektroforezo, na koncu pa se doloc¢i nukleotidno zaporedje doloCenega gena.
V nasem primeru smo dolo¢evali nukleotidno zaporedje mitohondrijskega gena za citokrom b
(cyt b), ki je poleg mitohondrijske kontrolne regije (splos$no sprejetega markerja za dolocanje
na osnovi sistema ¢rtnih kod) zelo primeren in zanesljiv molekulski marker za identifikacijo
VIst.

V raziskavi smo andlizirali 15 vzorcev koz vrste opic nosan (Nasalis larvatus), sa smo pri
pomnozevanju DNA zaradi slabe kakovosti tezko pomnozevali odseke daljSe od 179bp.

Preverili smo povezave med danimi spremenljivkami: masno koncentracijo, krivuljo grafa
absorbance ter uspesnostjo PCR. Uporabili smo Spearmanov koeficient korelacije. V nasem
primeru se je pokazala zmerno visoka pozitivna povezava med masno koncentracijo in
krivuljo (Sperman's p=0,52; p<0,05), med ostaimi pari Spremenljivk pa statisticno
pomembnih povezav ni bilo.
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ABSTRACT

Museums have become unreplaceable source of biological collections with large numbers of
species that cover many taxonomic groups. Collected museum sources store quality DNA for
understanding and describing of biodiversity through phylogenetic and evolution studies.
Quantity and quality of DNA from museums specimens is depended on preserving, treatment
and age of the samples.

DNA barcode is the taxonomy method where we use a short DNA fragment that comprise
information sufficient for recognizing the species rank of the analysed animal. As short
fragments of DNA are used for identification, even in the case of degraded DNA samples can
be determined to the species level.

The DNA analysis starts with isolation, continues with PCR (polymerase chain reaction),
agarose gel electrophoresis and in the end a nucleotide sequence of a particular gene is
determined. In our case we analized sequence of mitohondrial gene for cytochrome b (in
addition to general adopted marker for mitohondrial control region COl) is suitable and
reliable marker for species identification.

We managed to analyse only 15 samples of skin species Nasalis larvatus. The main reason for
limited numbers were problems in DNA multiplying sequences. Hence, only sequences up to
179bp long were produced.

We have checked al the relations of the given variables. mass concentrations, absorbance
graph curve and performance of PCR. Spearman's correlation coefficients were used. A
moderately high positive correlation had been shown only between mass concentration and
absorbance graph curve (Spearman's p=0,52, p<0,05). There was no statistically significant
correlations between other pairs of variables.
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1UvOD
1.1 Raziskovalni problem

Raznolikost molekularnih tehnik za uspes$no izolacijo DNA iz razli¢nih tkiv je v zadnjih
dvajsetih letih mo¢no narasla. Po svetu imamo veliko bioloskih zbirk z velikim Stevilom vrst,
ki zajemajo Siroko taksonomsko obmocje. Moznogt izolacije uporabne DNA je povzdignila
muzeje v nenadomestljive vire za nadajnje raziskave. Sodobna taksonomija se vse bolj
naslanja na nova spoznanja molekularne biologije, ki ponuja uc¢inkovite raziskovalne kriterije
in omogoca razvrs¢anje na temelju genetske podobnosti. To pomeni, da lahko na tej osnovi
ugotavljamo tudi evolucijska (razvojnd), t.i. filogenetska razmerja med organizmi. Pri sesalcih
¢rtne kode nimajo toliko vloge, ker je vecina vrst taksonomsko znanih, vendarle so pomembni
pri dolo¢anju filogenetskega koncepta vrste (na primer pri prepoznavanju taksonomskih
skupin, ki se samostojno razvijgo—evoluirgo) (Kry&ufek, 1999). Pridobivanje in obdelava
muzejske DNA se lahko izkaze za problemati¢no v primeru degradirane DNA, kjer je analiza
dosti zahtevnejSa.

1.2 Analiza muzej ske DNA

Muzejske zbirke so vir visoke koncentracije DNA, ki se skozi molekularno sistematiko,
filogenijo in evolucijske Studije lahko uporabi za opisovanje in razumevanje sorodstvenih
odnosov med vrstami, rodovi, druzinami. Poleg tega muzejske zbirke zagotavljajo dostop do
zgodovinskih intraspecificnih genetskih vzorcev. Iz teh vzorcev lahko podamo oceno o
genetskih variacijah vrst v naras¢anju oz. upadanju (Higuchi in sod., 1984; Wandeler in sod.,
2007). Prve molekularne studije muzejskih vzorcev so bile objavljene v sredini osemdesetih
ter zaCetku devetdesetih let in Stevilo dokumentov o uporabi muzejskih primerkov za
molekularne raziskave je od takrat zacelo vztrajno narascati (Higuchi in sod., 1984; Thomas
in sod., 1990; Roy insod., 1994; Taylor in sod., 1994).

Uspeh verizne reakcije s polimerazo (PCR) temelji na pomnozevanju zadostnega stevila kopij
molekule DNA. Koli¢ina in kakovost DNA muzejskih osebkov je predvsem odvisna od
natina hranjenja, obdelave in starosti vzorcev (Wandeler in sod., 2007). Po dolgih letih
hranjenjavzorcev se DNA unicuje, zato je mitohondrijsko DNA (mtDNA) lazje pomnozevati,
ker je v celici prisotna v veéjem Stevilu kopij.

Za genetske andlize je potrebno izbrati vzorce, ki bodo zagotovili ustrezno koli¢ino in
kakovostno DNA. Pri muzejskih vzorcih je pogosta moznost izbire med razli¢nimi tkivi, v
nekaterih je DNA bolje ohranjena kot v drugih. Vedno pa je potrebno paziti, da pri odvzemu
tkiva ¢im manj poskodujemo vzorec (Rohland in sod., 2004; Wisley in sod., 2004).
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1.3 Sistem ¢rtnih kod DNA

Sistem c¢rtnih kod DNA (angl. »DNA barcoding«) je taksonomska metoda, pri kateri
uporabljamo kratek odsek DNA, ki vsebuje dovolj informacije, da lahko na njihovi podlagi
predstavnika neznane vrste uvrstimo v znano taksonomsko skupino. Od molekularne
filogenije se razlikuje v tem, da glavni cilj ni klasifikacija, ampak identifikacija neznanega
vzorca glede na znano Kklasifikacijo (Kress in sod., 2005).

|zraz »sistem ¢rtnih kod DNA« je v uporabi Sele od leta 2002 (Floyd, 2002). Metodologija
doloc¢anja organizmov na podlagi nukleotidnih zaporedij pa je veliko stargjSa (Wilson, 1995).
Novost principa ¢rtnih kod je v dolocitvi enotnega odseka DNA (na podlagi genskega
oznacevalca), ki bi bil uporaben pri identifikaciji vseh zivih bitij. Kljub veéletnemu delu na
tem podrocju, so mnenja glede enotnega oznacevalca, ki bi bil primeren za identifikacijo vseh
taksonov, Se vedno deljena.

Zelene lastnosti &rtnih kod DNA pa so dokaj jasno opredeljene (Valentini, 2008):

1) Odsek mora biti standardiziran, tj. isti odsek mora biti uporaben pri razli¢nih
taksonomskih skupinah.

2) Odsek mora vsebovati dovolj filogenetske informacije, da se na njegovi podlagi
osebek lahko razporedi v ustrezno taksonomsko skupino (vrsto, rod, druzino...).

3) Odsek mora imeti ohranjena mesta za vezavo zacetnih oligonukleotidov in mora
omogocati enostavno pomnozevanje odseka ter dolo¢anje nukleotidnega zaporedja (to
je zlasti pomembno pri kompleksih vzorcih iz narave, na primer vzorcih zemlje, pri
katerih zelimo identificirati veliko vrst naenkrat).

4) Odsek mora biti dovolj kratek, da ga lahko pomnozimo tudi v primeru degradirane
DNA (fragmenti, krgjs od 150 bp) (Valentini, 2008).

Valentini in sod. (2008) dolocanje s sistemom ¢rtnih kod DNA delijo na dolo¢anje v SirSem in
v ozjem smislu. Dolo¢anje v ozjem smislu (sensu stricto) se nanasa na identifikacijo vrst na
podlagi enega samega standardnega zaporedja DNA, medtem ko dolo€anje s ¢rtnimi kodami
DNA v SirSem smislu (sensu lato) oznacuje identifikacijo na kakrSnemkoli taksonomskem
nivoju na podlagi kateregakoli zaporedja DNA, tudi ¢e ni priznana standardna ¢rtna koda
DNA.

Za uvrstitev v znano taksonomsko skupino se pri zivaih in nekaterih drugih evkariontih
Nnaj pogostej e uporablja regija podenote mitohondrijske kontrolne regije (COIl), ter citokrom b
(cyt b) (Barcoding animal life), pri rastlinah pa regiji kloroplastne DNK rbcL in matK (Fiser
Pec¢nikar in Varljen Buzan, 2011).

Poleg uporabe ¢rtnih kod DNA v taksonomiji raziskovalci napovedujejo vedno vecjo uporabo
takih informacij tudi v drugih naravoslovnih panogah, na primer v varstveni biologiji
(trgovanje z zavarovanimi vrstami, vnos potencialno invazivnih vrst), medicini (identifikacija
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medicinsko pomembnih patogenov in njihovih vektorjev) ai farmaciji (identifikacija
zdravilnih ¢ajnih mesanic) (FiSer Pecnikar in Varljen Buzan, 2011). Metoda je uporabna tudi
pri analizi prehrane Zivali, zlasti ¢e se hranijo s tekoc¢o hrano (Valentini in sod., 2008), ter pri
nadzoru zivil (Valentini in sod., 2008; Ward in sod., 2009) in trgovini z ogrozenimi vrstami
(Savolainen in sod., 2005; Valentini in sod., 2008). Precg se omenja e moznost ugotavljanja
diverzitete v okoljskih vzorcih na podlagi analize nukleotidnih zaporedij DNA (Holterman in
sod., 2008; Neigel in sod., 2007).

1.3.1 Uporaba pri identifikaciji organizmov

|dentifikacija vzorcev preko sistema ¢rtnih kod temelji na degjstvu, da se v genomu dveh vrg,
Cetudi sta si morfolosko izjemno podobni, nahaja dovolj razlik, da se ju na njihovi podlagi
uvrsti v dve loceni taksonomski enoti (Fiser Pe¢nikar in Varljen Buzan, 2011). Zahtevno
vlogo prestavlja identifikacija organizmov na podlagi morfolodkih znakov. Stevilne vrste so s
tako podobne, da jih lahko prepozngo le strokovnjaki, specializirani za posamezno skupino
organizmov (Hebert in sod., 2003a). V dolocenih primerih pa je dolocanje na podlagi
morfoloskih znakov nemogcée. To so primeri zivali, ki imajo kompleksen razvojni krog,
sestavljen in razli¢nih stadijev. V¢asih so lahko vzorci posSkodovani ali pa imajo strokovnjaki
za identifikacijo na voljo le majhen del tkiva. V slednjem primeru je dolocanje s pomoc¢jo
morfoloskih znakov nemogoce. Podobno kot razvojni krog pri zivalih velja tudi za Stevilne
rastline, ki so pogosto v vegetativnem stanju (brez cvetov ali plodov) le takih ne moremo
dolociti do vrste. Vrstna identifikacija vzorcev je pogosto kljuénega pomena, Se posebno, ko
gre za prepoznavanje izdelkov iz ogrozenih vrst, kmetijskih skodljivcev, invazivnih vrg,
patogenih organizmov, zivalskih prenaSalcev bolezni oz. vektorjev (vmesnih gostiteljev),
zajedavcev (parazitov) ter zdravilnih ali strupenih rastlin (Casiraghi, 2010). Strokovnjakov na
podroc¢ju taksonomije je vedno manj, Stevilo odkritih vrst pa je vedno visje. Zaradi omenjenih
destev postajgo pri identifikaciji vse bolj pomembna molekularna orodja.

Pri vretencarjih sistem ¢rtnih kod temelji na 648 baznih parov dolgi regiji na mitohondrijski
kontrolni regiji (COIl), uporablja pa se tudi na mitohondrijskemu genu za citokrom b (cyt b)
(Kochzius in sod., 2010). Trenutno so v javno dostopni bazi GenBank (angl. »genetic
sequence database«) shranjena nukleotidna zaporedja za priblizno 60000 razli¢nih vrst zivali.
Mitohondrijski genom je za identifikacijo s ¢rtnimi kodami primerngjSi kot jedrni genom, saj
ne vsebuje intronov, je manj izpostavljen rekombinaciji in je haploiden, kar omogoca
enostavngiso in nedvoumnegjSo analizo njegovih nukleotidnih zaporedij (Hebert in sod.,
2003a; Hebert in sod., 2003b). Zaporedji COI ter cyt b sta visoko spremenljivi, mutacije so
veCinoma substitucijskega tipa in ne vstavitve ali izbrisi, ki bi otezile poravnavanje
nukleotidnih zaporedij (Lynch, 1993). Na splosno je znano, da vsebuje gen COIl vi§i
filogenetski signal kot katerikoli drugi mitohondrijski gen. Zaradi pogostih substitucij na
tretjem mestu v kodonu poteka njegova evolucija dovolj hitro, da omogoca diskriminacijo na
razli¢ne vrste in celo na linije znotraj posameznih vrst (Cox, 2001). V primeru degradirane
DNA je primerna dolzina ze okrog 109 bp (Hajibabael in sod, 2007).
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Pri rastlinah je iskanje ¢rtne kode dosti bolj zahtevno kot pri zivalih. Pri rastlinskem genomu
najdemo nizjo heterogenost kot pri zivalskem. Ker pri rastlinah mitohondrijska regija COI ni
primerna za razlikovanje, so botaniki kar nekaj Casa posvetili iskanju odseka DNA, ki bi
ustrezal COI pri zivalih (FiSer Pe¢nikar in Varljen Buzan, 2011). Nekaj casa se je kot najbolj
ustrezno regijo omenjalo zaporedje jedrneregije ITS (angl. » nternal Transcribed Spacer«) in
kloroplastnega medgenskega vmesnika trnH-psbA (Kress, 2005). Z izboljSanjem poznavanja
zacetnih oligonukleotidov ter veCanjem njihove dostopnosti pa se je v zadnjih letih razsiril
tudi izbor potencialnih regij za ¢rtne kode rastlin. Kljub temu kaze, da pri rastlinah ne obstaja
nobena regija, ki bi bila tako spremenljiva, kot je pri zivalih odsek COI in cyt b (Fier
Pec¢nikar in Varljen Buzan, 2011).

Iskanje ustrezne regije za ¢rtno kodo DNA se je pri rastlinah osredotocilo na kloroplastni
genom, ki predstavlja alternativo zivalskemu mitohondrijskemu genomu. Kloroplastni genom
je za crtne kode ustrezen, saj se v vsaki celici nahaja v visokem S$tevilu kopij in ga sestavlja
ohranjeno zaporedje genov, njegova slaba lastnost pa je relativno nizka stopnja evolucije.
Znanstveniki so se tako osredotocili na iskanje regije znotraj kloroplastnega genoma, ki bi se
relativno hitro spreminjala, po drugi strani pabi morala biti regija dovolj ohranjena, da bi bila
prisotna pri vseh (kopenskih) rastlinah in bi jo bilo mogoc¢e pomnoziti na enostaven nacin (z
univerzalnimi za¢etnimi oligonukleotidi) (FiSer Pe¢nikar in Varljen Buzan, 2011).

Za ostale organizme s glede ¢rtnih kod raziskovalci Se niso enotni. Regijo COI se za enkrat
uporablja tudi pri nekaterih nevretencarskih skupinah, na primer spuzvah in koralah (Moura,
2008; Worheide in Erpenbeck, 2007), pri morskih planktonskih li¢inkah (Heimeier in sod.,
2010) ter pri nekaterih invazivnih vrstah, prisotnih v balastnih vodah (Briski in sod., 2010).
Pri nekaterih drugih skupinah, na primer glistah, regijo COI nadomescajo zaporedja
ribosomskih genov (Floyd in sod., 2002; Holterman, 2008; Virgilio in sod., 2010). Zaporedje
COIl se je izkazalo za neuporabno tudi pri dolocanju ozigalkarjev zaradi premajhne
raznolikosti mitohondrijskega genoma (Hebert in sod., 2003a; Shearer in Coffroth, 2008). Le
pri nekaterih glivah se kot ustrezno regijo uporablja COI, torg istega kot za zivali
(Ratnasingham in Hebert, 2007). Pri nekaterih drugih skupinah gliv patagen ni uporaben, kar
onemogoc¢a univerzalno uporabo za vse glive. V zadnjem Casu predstavlja potencialnega
kandidatatudi jedrnaregijal TS (Seenain sod., 2010).

1.4 Citokrom b

Gen za citokrom b je dolg 1140 bp in nosi gensko informacijo za transmembranski protein
citokrom b. Evolucijska dinamika gena je podobna kot pri drugih genih, ki kodirgo za
funkcionalne proteine (Wilson, 1985). Vzrok za ve€ino variacij med nukleotidnimi zapored;ji
gena za cyt b so substitucije (sinonimne; tihe mutacije) na tretiem mestu kodona (Hatefi,
1985). Del proteina na zunanji povrSini se spreminja izredno pocasi, kar velja tudi za
nukleotidno zaporedje, ki kodirata del beljakovinske molekule. Protein je ngjbolj spremenljiv
v transmembranskem, hidrofobnem delu ter na njegovih amino- in karboksi- koncih. Za
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dolo¢ene dele cyt b, ki so pomembni za njegovo terciarno strukturo (in posledi¢no za
aktivnost) kot tudi za promotorske regije v blizini strukturnega gena, so namre¢ znacilne
regije, ki so podvrzene mo¢nim selekcijskim pritiskom in so evolucijsko zelo ohranjene. Ker
tudi med sorodstveno oddaljenimi vrstami v teh regijah ni veliko razlik, so pomembne za
konstrukcijo “univerzalnih” zacetnih oligonukleotidov, ki prepoznajo dolofeno zaporedje
nukleotidov v ohranjenem delu genazacyt b (Irwinin sod., 1991).

1.5 Degradacija DNA
Degradacija DNA je lahko rezultat ve¢ dejavnikov, najveckrat pa gre za:

1) Uporaba zelo starih vzorcev DNA.

2) Uporaba DNA, ki je bila ekstrahirana iz vzorcev, ki so bili hranjeni v formalinu.
3) Uporaba veckrat zamrznjenih in odtajanih vzorcev.

4) Uporaba DNA vzorcev, shranjenih na sobni temperaturi.

5) Uporaba DNA vzorcev, ki so bili izpostavljeni vrocini ali fizi¢ni deformaciji.

6) Uporaba slabo ocis¢enih DNA vzorcev (ostanek nukleaz) (Appliedbiosystems).

1.6 Namen in cilji zaklju¢ne naloge

V zakljuéni nalogi smo se osredotoc¢ili predvsem na spoznavanje in preverjanje uporabnosti
metodologije sistema ¢rtnih kod za taksonomsko identifikacijo. Zanimalo nas je, kateri
problemi lahko nastanejo pri uporabi metodologije, zato smo se raziskave lotili obratno, kot je
obicajno. Pridobili smo muzejske vzorce opic nosan (Nasalis larvatus) in poskusali s kratkimi
fragmenti gena za cyt b (ki je pri sesalcih uveljavljen marker za taksonomsko dolocanje),
preveriti natancnost identifikacije s sistemom ¢rtnih kod in poiskati korelacije med razli¢nimi
spremenljivkami. Zanimalo nas je tudi, ali so odvisnosti med pari spremenljivk, masno
koncentracjo DNA v izoliranem vzorcu, krivuljo absorbance izolata ter uspednostjo PCR (ter
zaporedja baznih parov v pridobljeni sekvenci) statisti¢no znacilne.

1.7 Delovne hipoteze
1) Degradirani vzorci vsebujeo poskodovano DNA, kar otezuje dolo¢anje nukleotidnega
zaporedja.

2) Obstaja statisticno znacilna odvisnost med proucevanimi spremenljivkami
(koncentracijo DNA v izoliranem vzorcu, krivuljo absorbance izolata ter uspesnostjo
PCR).
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2MATERIAL INMETODE

2.1 Laboratorijsko delo
Laboratorijsko delo je potekalo v Laboratoriju za molekularno ekologijo, Znanstveno
raziskovalnega sredis¢a, Univerze na Primorskem.

Za raziskovalno delo smo pridobili tkivne vzorce strojenih koz vrste opic nosan, ki jih je
prispeval Prirodoslovni muzej v Minchnu, Nemc¢ija. Za izolacijo DNA smo uporabili 110
vzorcev, za nadaljnjo obdelavo pale 20 vzorcev.

2.1.1 Protokol izolacije DNA
Zaizolacijo DNA smo uporabili QlAamp DNA Mini kit (Qiagen). DNA je bilaizolirana iz
posusenih muzejskih vzorcev po predvidenem protokolu proizvajalca.

1) Pripravatkivanaizolacijo

S skalpelom smo iz vzorca izrezali kos tkiva v priblizni velikosti 2x2 mm. Kos¢ek smo nato
razrezali Se na manjSe dele ter v terilnici zmacerirali. Pripravljeno tkivo smo prenesli v 2 mL
mikrocentrifugirko. Zaradi omejevanja in prepre¢evanja moznosti kontaminacije smo pri
vsakem razrezu novega vzorca uporabili svezo brisaco, nakateri smo rezali ter skalpel sprali z
etanolom ter gaobzgali nad plamenom.

2) Lizatkiva

Je postopek, pri katerem liziramo (razbijemo) celice in dobimo DNK v mediju. V pripravljeno
mikrocentrifugirko z vzorcem smo odpipetirali 180 pL pufra za lizo (ATL buffer) in 20 pL
encima proteinaze K. Vsebino smo dobro premesali na vorteksu ter inkubirali pri 56 °C vsg) 4
ure oz. dokler celotno tkivo ni bilo lizirano (najpogosteje smo lizirali tkivo celo noc).

Ko je bilo tkivo lizirano, smo dodali 200 pL AL pufra, dobro premesali (15 sekund na
vorteksu), inkubirali 10 minut pri temperaturi 70 °C ter kratko centrifugirali, da smo odstranili
morebitne kapljice s sten in pokrovcka mikrocentrifugirke.

Nadaljevali smo z dodajanjem 200 UL 96 % etanola, ki deluje kot inhibitor za uporabljene
encime. Vsebino mikrocentrifugirke smo dobro premeSali in kratko centrifugirali.

3) Vezava DNA nakolono

Dobljeno raztopino smo odpipetirali (priblizno 650 pL) iz mikrocentrifugirke na kolono
(QlAamp Spin Column). Pri tem smo pazili, da nismo zmocili obrocka na vrhu kolone.
Kolono z dodano raztopino smo 1 minuto centrifugirali na 8000 obratih/minuto. Ce celotna
vsebina kolone ni presla v zbiralno epico, smo ponovili centrifugiranje. Filtrat smo zavrgli,
kolono pa pregtavili v novo 2 mL kolekcijsko epico.
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4) Cis¢enje DNA

V kolono smo odpipetirali 500 puL prvega Cistilnega pufra (Buffer AW1) in jo centrifugirali 1
minuto pri 8000 obratov/minuto. Filtrat smo =zavrgli, kolono pa prenesli v novo
mikrocentrifugirko ter dodali 500 pL drugega Cistilnega pufra (Buffer AW2). Centrifugirali
smo 3 minute pri najvecji mozni hitrosti, ki je znasala 13200 obratov/minuto. Filtrat smo
zavrgli, kolono pa ponovno prenesli v Cisto mikrocentrifugirko ter ponovno centrifugirali,
vendar le 1 minuto pri najvecji mozni hitrosti.

5) Ekstrakcija DNA iz kolone

Kolono smo prenesli v novo 1,5 mL mikrocentrifugirko. Na kolono smo odpipetirali 70 pL
elucijskega pufra (AE buffer) in jo inkubirali 20 minut na sobni temperaturi. Temu je sledilo
centrifugiranje za 1 minuto pri 8000 obratih/minuto.

2.1.2 Preverjanje koncentracijeizolirane DNA
Po izolaciji smo preverili kakovost izolirane DNA (koncentracijo in Ccisto¢o) na
spektrofotometru Epoch. Za optimalno dolo¢itev smo porabili 3 pL vzorca DNA.

Koncentracijo RNA ali DNA vzorcev lahko preverimo spektrofotometri¢no. DusSikove baze
nukleotidov imajo najvecjo absorbanco pri valovni dolzini 260 nm. V nasprotju z
nukleinskimi kislinami imajo proteini najve¢jo absorbanco pri valovni dolzini 280 nm,
predvsem zaradi triptofanskih ostankov. Ce ima vzorec DNA najvisjo absorbanco okoli 280
nm, je ngjverjetneje v vzorcu prislo do kontaminacije s proteini.

Razmerje med absorbancami vzorca pri 260 nm in absorbance pri 280 nm nam pove ¢istost
nase DNA. Razmerje med absorbancami mora biti med 1,8-2,0 (Clark in Christopher, 2000).

2.1.3Veriznareakcija spolimerazo (PCR)

Verizna polimerizacija (PCR) je metoda za pomnozevanje DNA in vitro. Za izvedbo verizne
polimerizacije (PCR) uporabljamo pomnozevanik (angl. »termo cycler«), ki nam omogoca
vnos in natancno izvedbo programa z ustreznimi temperaturami in ¢asovnimi intervali.

PCR poteka v treh korakih (Slika 1) (Logan, 1994):

1) Denaturacija dvojne vijatnice DNA v enovijatno DNA poteka pri visokih
temperaturah (95-96 °C).

2) Prileganje oligonukleotidnih zacetnikov (angl. »primer«) na oba konca enovijaéne
DNA (matricna DNA). Zacetni oligonukleotidi so zasnovani tako, da o
komplementarni matricni DNA, kar daje metodi PCR tudi specifi¢nost. Delovna
temperatura je odvisna od nukleotidnega zaporedja oligonukleotidnih zacetnikov. V
povprecju je to med 5565 °C. Temperatura je odvisna tudi od vodikovih vezi med
komplementarnimi bazami A/T in C/G in sestave oligonukleotida. Stevilo vodikovih
vezi vpliva na temperaturo tali§¢a (Tm) nukleotidnega zaporedja zacetnikov. Tam je
temperatura, pri kateri so dolo¢eni oligonukleotidi §e povezani, drugi pa ne, oziroma
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temperatura, pri kateri se zaCetnika odlepita od DNA oziroma prilegata. Temperatura
prileganja mora biti vi§ja od temperature tali§¢a. Zacetnika morata biti med seboj
nekomplementarna, da se ne bi zlepila. Polimerizacija DNA verige poteka v smeri 5'-
3'in verigi, ki nastaneta, sta antiparalelni.

3) Podaljsevanje zacetnikov poteka po dodatku Stirih nukleotidnih baz in DNA
polimeraze. Uporablja se rekombinantna Tag-DNA polimeraza, ki zaradi toplotne
odpornosti omogoca denaturacijo in ohlgjanje pri vi§ih temperaturah.

1.Denaturacija dvojne

vijacnice DNA

3. Podvajanje DNA in sinteza obeh
tarcnih zaporedij

1
Inkubacija z nukleotidnimi !
.. . 1

bazami in polimerazo !

1

1

2. Prileganje zacetnih
oligonukleotidov

Slika 1: Koraki PCR reakcije (Logan, 1994).

En PCR cikel obsega korake od 1-3. Po konc¢anem ciklu dobimo dva dvovijaéna odseka
DNA, ki sta popolnoma enaka odseku matricne DNA. Po vsaki ponovitvi cikla se sintetizira
nov odsek matricne DNA. Teoreticno dobimo v vsakem ciklu 2n ve¢ kopij. Obicajno ta
postopek ponovimo 30 do 45-krat.

PCR metodo uporabljamo za pomnozevanje dolo¢enega odseka DNA do tolikSne mere, da
odsek DNA lahko analiziramo (Buzan, 2007). Pri svojem delu smo za preliminarne raziskave
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uporabili fragmente dolge od 434 do 623 bp. Zaradi neuspesnosti PCR smo na koncu
uporabili fragmente dolge le 179 bp.

PCR Protokol

Za PCR meSanico smo uporabili pufre in Tag polimerazo proizvajalca Fermentas. Gen za cyt
b smo poskusili pomnoziti z uporabo univerzalnih zac¢etnih nukleotidov L15318S (Richard in
sod., 2003) in H15497-SP (Jaarolain sod., 2004).

Reakcijska mesanica s koncnim volumnom 15 mL je bila sestavljena iz: 0,45 pL vsakega od
zacetnih oligonukleotidov, 1,5 pL pufra s KCl ali NHa4, 1,5 pL MgCly, 0,3 uL. dANTP-jev, 0,4
uL Taq polimeraze (Qiagen) in 4,4 uL. dH0.

Za posamezen vzorec smo uporabili 9 uL reakcijske meSanice in 6 uL DNK vzorca

Za pomnozevanje mitohondrijskih genov smo uporabili temperaturni profil DINNUC 48:

95 °C 7 minut 1 cikel: Denaturacija

94 °C 1 minuta u
48 °C 1 minuta y 45 ciklov: Prileganje zazetnih oligonukleotidov

72 °C 2 minuti b

72°C 10 minut 1 cikel: Podaljevanje

2.1.4 Agarozna gelska elektroforeza

fragmentov. Gostota gela je odvisna od koncentracije agaroze. Locevanje molekul temelji na
potovanju molekul z elektriénim nabojem skozi agarozni gel v enosmernem elektricnem
polju. Fragmenti DNA z negativnim nabojem potujejo znotraj gela od negativnega proti
pozitivnemu polu s hitrostjo, ki je obratho sorazmerna logaritmu njihove molekulske mase
(Andrews, 1986). Zaradi tega manjS fragmenti potujgjo hitreje. Kakovost locevanja
fragmentov je odvisna predvsem od moci elektricnega polja, gostote gela in ¢asa locevanja.
Za locitev vecjih fragmentov (nad 1000 bp) so primerni geli z nizko gostoto (priblizno 0,7 %),
medtem ko je za ucinkovito loCevanja krajsih fragmentov primeren 1,5-odstoten gel. S
povecevanjem Casa potovanja molekul se povecuje tudi razdalja med posameznimi razlicno
velikimi fragmenti, posledi¢no pa tudi lo¢ljivost fragmentov. Posebej velja opozoriti, da pri
prevelikih napetostih potujgio delci na sredini gela hitreje kot na robu proge, kar lahko moti
vrednotenje rezultatov.



10
M. Bacnar. Uporabnost degradirane DNA pri taksonomskem dolo¢anju s pomodjo sistema ¢rtnih kod.
Zakljuéna naloga. Koper, Univ. na Primorskem, FAMNIT, Stud. program biodiverziteta, 2013

Pri gelski elektroforezi smo uporabljali 1,5-odstoten gel (primeren za lo¢evanje fragmentov,
dolgih od 200 do 4000 bp). Vlivali smo jih v modele z majhnim volumnom, Cas strjevanja pa
je bil od 15 do 20 minut. V zepke na agaroznem gelu smo dodali meSanico 5 uL izolirane
DNA ali produkta PCR reakcije, ki smo jo predhodno premeSali s 3 puL aplikacijskega pufra
(angl. »loading dye«). Aplikacijski pufer obarva vzorce, da postango vidni, s ¢imer lahko
sledimo njihovemu potovanju po gelu. V zadnji Zzepek (navadno robni) smo dodali molekul ski
oznacevalec velikosti (angl. »gene ladder«). To je raztopina DNA z razlitno dolgimi
fragmenti, ki se med seboj razlikujejo za 100 bp. Molekulski oznatevalec nam omogoca
dolocitev dolzine posameznih fragmentov. Po elektroforezi smo gel obarvali z etidijevim
bromidom. Molekula etidijevega bromida se vrine med baze nukleinskih kidlin in pod
vplivom UV svetlobe fluorescira z vec¢jo jakostjo (v oranznem delu vidnega spektra) kot
proste molekule DNK. Za vizudlizacijo »obarvanih« PCR produktov in sikanje gela se
uporablja UV-transiluminator (Hladnik, 2012). Po koncanem barvanju smo gel spirali, da smo
odstranili nevezani etidijev bromid.

Gelska elektroforeza je potekala v boratnem pufrskem sistemu (1X TBE) 30 minut pri
napetosti 120 V. Temu je dledilo 10-20 minut barvanja z etidijevim bromidom. Gele smo
posneli s Mini Bis kamero v programu Gel Capture.

2.1.5 Dolocevanje nukleotidnega zaporedja

2.1.5.1 Direktno ¢iS¢enje PCR produktov

Za direktno &is¢enje smo uporabili Fast™ Thermosensitive Alkaline Pfosphatase (AP) in
Exonuclease | (Exo |). AP odstrani 5° in 3' fosfatne skupine iz DNK, toplotna inaktivacija
tega encima pa se doseze pri 75 °C toplotne obdelave pri 5 minut. Eksonukleaza cepi verige
DNK in RNK na njihovih kon¢nih delih.

V mikrocentifugirki smo za en vzorec zmeSali 10 uL PCR produkta, 0,2 uL Exol, 1 enoto
(angl. »Unit¢) AP in 28 pL PCR (KCl ai NH4) pufra Nato smo meSanico na
pomnozevalniku inkubirali 45 minut pri 37 °C, da so se razgradili zacetni oligonukleotidi in
nukleotidi, ter nadaljnjih 15 minut pri 80 °C, da smo inaktivirali (denaturirali) encima.

2.1.5.2 Sekvencna reakcija
Za sekvencno reakcijo smo uporabili BigDye 3.1

Za sekvencno reakcijo sSmo v 0,2 mL reakcijski mikrocentrifugirki zmesali:
- 3 YL ocis¢enega PCR produkta

- 0,2 uL zacetnega oligonukleotida (10 Mm koncentracije)

- 0,5 uL Big Dye

- 2 uL BigDye pufra

-4,3pL H,0
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Koné¢ni volumen reakcije je bil 10 pL. Za sekvenéno reakcijo smo uporabili naslednji
temperaturni profil: zacetni denaturaciji pri 96 °C za 3 minute je sledilo 50 ciklov, ki so bili
sestavljeni iz denaturacije pri temperaturi 96 °C za 10 sekund, prileganje zacetnih
oligonukleotidov pri 48 °C za 10 sekund in podaljSevanje verige pri 60 °C za 4 minute.
Zakljucili smo s segrevanjem na 72 °C za 7 minut.

2.5.1.3 Precipitacija z etanolom in EDTA

Po sekvencni reakciji smo produkte ocistili s postopkom precipitacije z etanolom in EDTA.
Vzorec smo na kratko centrifugirali. Dodali smo mu 2,5 pL 125 mM EDTA s pH 8,0, ter
ponovno kratko centrifugirali, da je EDTA prisel v stik s sekvencno reakcijo. Nato smo dodali
30 pL 96 % etanola. Plos€o smo prekrili s folijo ter jo premesali tako, da smo jo nekajkrat
obrnili. Plos¢o smo nato inkubirali 15 minut pri sobni temperaturi. Po inkubaciji smo vzorce
centrifugirali 55 minut pri 4 °C na maksimalni hitrosti (14000 obratov/minuto). Supernatant
(etanol) smo izlili, nakar smo centrifugirali plos¢o obrnjeno navzdol pri 190xG za 2 minuti.
Po centrifugiranju smo plos¢o inkubirali 5 minut na sobni temperaturi, zasiteno pred
svetlobo. Dobljen produkt smo raztopili v 12 pL formamida. Tako pripravljenim vzorcem
smo s sekvenatorjem AbiPrism 3130 (Applied Biosystems) dolocili nukleotidno zaporedje.

2.2 Statistiéna analiza

2.2.1 CodonCode aligner 1.63

Prebrano nukletotidno zaporedje (sekvence) smo pregledali in obdelali s programom
CodonCode Aligner 1.63 (CodonCodes Inc., Ewing in sod., 1998). Odstranili smo zacetne in
kon¢ne dele nukleotidnega zaporedja, ki niso bili berljivi, in primerjali sekvence tudi med
razlicnimi vzorci posameznih vrst. Sekvence smo natancno ocistili tudi morebitnih
nepravilnosti v branju zaporedja baz, na primer vstavljenih razlik med bazami izpadlih mest

(angl. »gap«).

222BLAST

Tako obdelane sekvence smo nato vstavili v program Blast (Basic Local Alignment Search
Tool), ki nam je podal ujemanje nukleotidnih zaporedij z ze znanimi sekvencami vrst
(Stephen in sod., 1997).

2.2.3 SPSS
SPSS 17.0 (angl. »Statistical Package for the Social Sciences«) je program namenjen za
statisti¢ne analize.

Analizirati smo zeleli odnose med spremenljivkami (koncentracijo DNA v izoliranem vzorcu,
krivuljo absorbance izolata ter uspesnostjo PCR), za kar smo poskuSali uporabiti Pearsonov
korelacijski koeficient (r). Vrednosti tega koeficienta se gibgjo med -1 (moc¢na negativna
soodvisnot) in 1 (mo¢na pozitivna soodvisnost). Izratun Pearsonovega korelacijskega
koeficienta je upravicen le v primeru normalne razporeditve spremenljivk.
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V primeru odstopanj od normalne porazdelitve smo korelacije med znaki ocenili s
Spearmanovim korelacijskim koeficientom, ki je neparametricna alternativa Pearsonovemu
korelacijskemu koeficientu. Za razliko od Pearsonovega, Spearmanov koeficient ne
predpostavlja linearne povezanosti spremenljivk in enakomernosti frekvenéne porazdelitve,
prav tako pa je z njim mo¢ racunati stopnjo povezanosti nezveznih spremenljivk (Thorpe,
1975).

2.3 Rangiranje podatkov

Oceno uspesnosti PCR smo ocenjevali vizualno glede na svetilnost pasov preko fotografij na
gelu na dva nacina:

1) Priprvem nacinu smo uporabili naslednjo lestvico (Preglednica 1):
0-neuspesno
1-zelo slabo
2-dabo
3-dobro
4-zelo dobro

2) Pri drugem nacéinu (Preglednica 1) smo rangirali uspesnost PCR tako, da smo
fotografije gela glede na svetilnost pasov razporedili od najslabSe do najboljse in jih
razporedili v kategorije. Vseh skupgj je bilo kategorij osem.

2.4 Vrednost absorbance

|zolirali smo 110 suhih vzorcev vrste opic nosan in izmerili koncentracije izolirane DNA.
Pripravili smo tabelo izoliranih vzorcev s podatki 0 masni koncentraciji DNA v vzorcih ter
Cistosti izolata in za nadaljnje raziskave uporabili le nekatere vzorce (obarvane rumeno,
Priloga A). Glavni kriterij pri izbiri vzorcev za nadaljnje delo, je temeljil na Cisto¢i, masni
koncentraciji ter na grafu absorbance. Optimalna Cistoca vzorca je med 1,8 in 2,0 (Clark in
Christopher, 2000), masna koncentracija pa okoli 50 ng/uL, v kolikor je bilo potrebno, smo
vzorce redcili na Zeleno koncentracijo.

Za uspeSen PCR je namre¢ potrebno imeti vzorec, ki vsebuje zadostno koncentracijo DNA,
le-ta pa ne sme biti degradirana. Fragmentiranost DNA smo preverili z grafom absorbance
(Slika 2). Degradacija DNA se kaze v nesklenjeni liniji pik na grafu. Bolj so pike sosledne,
manj je DNA degradirana. Pozornost moramo nameniti tudi ngjvigi tocki, ki jo graf doseze,
ker ima molekula DNA najvecjo absorbanco pri 260 um. Vecina vzorcev je na podlagi ogleda
grafov absorbanc vsebovala degradirano DNA. Izmed vseh smo izbrali tiste vzorce, katerih
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krivulja je imela ngjvigi vrh pri 260 pm in tako skusali zagotovili izbor vzorcev s ¢im bolj
ohranjeno DNA za nadaljnjo obdelavo.
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Slika 2: Primeri grafov absorbanc. Na abscisi je valovna dolZina presevnega Zarka, na ordinati pa absorbanca.
Zgorgj je primer vzorca s dabo absorbanco, v sredini je vzorec z nekoliko boljSo absorbanco in spodgj je primer
vzorca z ngjboljSo absorbanco, gledano pri valovni dolZini 260-280 nm.
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3REZULTATI

3.1 Analiza sekvenc

PCR reakcije smo pri nekaterih vzorcih veckrat ponavljali. Uspesno se je DNA pomnozila le
pri 15 vzorcih, pri nekaterih Sele po ve¢ poskusih. Rezultate glede na uspeSnost PCR reakcije
smo rangirali od najslabSega do najboljSega (Preglednica 1), vendar je pri ocenah izidov PCR
bil velik problem objektivnosti. Preglednico 1 smo naredili na podlagi vizuanih ocen. PCR
reakcije smo delali naklju¢no in jih na posameznih vzorcih ponavljali, dokler nismo pridobili
dobro pomnozeno DNA, ki je omogocala nadaljnje delo. Samo pri 4 od 20 vzorcev je bila
PCR reakcija ze prvi¢ uspesna, pri vseh drugih smo za uspeSen PCR morali reakcijo ponoviti
veckrat. Pri 4 vzorcih kljub veckratnim ponovitvam PCR reakcija ni bila uspesna (Preglednica
1).

Preglednica 1: Ponavljanje PCR reakcij ter najboljsi izid glede na svetilnost pasov (angl. »band«) na agarozni
gelski elektroforezi (Najboljsi izid PCR reakc.: O=neuspesno, 1=zelo slabo, 2=dlabo, 3=dobro, 4=z€lo dobro). Pri

rangiranju smo upodevali obe komponenti, ponavljanje PCR reakcij in ngjbolj3o svetilnost pasov: nagjboljs izid
smo ocenili z 8, najslabs izid z 1.

Vzorec Ponavljanje (x-krat) Najbaljsi izid PCR reak. (0-4) Rang (1-8)
1909 4047 3 0 1
1909 4031 2 0 1
1907 3064 4 0 1
1909 4018 5 0 1
1909 4016 1 1 2
1910 3039 5 1 2
1907 3058 2 1 3
1909 4027 4 1 3
1907 3055 4 1 3
1909 4043 5 2 4

1909 4014 (1) 3 1 4
1909 4035 (1) 5 1 4
1907 4043 1 1 4
1097 3076 2 2 5
1563 1910 5 2 5
1907 3061 1 2 6
1909 4017 2 3 7
1907 3010 1 2 7
820 2 3 8
1907 3030 7 3 8




16
M. Bacnar. Uporabnost degradirane DNA pri taksonomskem dolo¢anju s pomodjo sistema ¢rtnih kod.
Zakljuéna naloga. Koper, Univ. na Primorskem, FAMNIT, Stud. program biodiverziteta, 2013

3.1.1 Kontaminacije

Kontaminacije vzorcev s tujo DNA v molekularnem laboratoriju so huda neprijetnost in
razlogi zanjo niso vedno jasni. Do kontaminacije najpogosteje pride zaradi velike pretocnosti
[judi v laboratoriju in nepazljivosti. V primeru muzejske DNA, pa bi lahko bil razlog tudi v
shranjevanju vzorcev. Z iskalnikom BLAST, so ugotovili, da smo pomnozili DNA taksonom,
ki so bili prisotni v drugih laboratorijskih analizah. Zato je pri kontaminiranih vzorcih velika
moznost, da je prido do kontaminacije med pripravo vzorcev na pomnozevanje. Pri
molekularnem delu je potrebna velika pazljivost in ¢im bolj sterilni pogoji.

Pri analiziranih vzorcih je bil delez kontaminacije s tujo DNA precej visok, kontaminiranih je
bilo kar Sest od petngjstih vzorcev (Preglednica 2).

Preglednica 2: Podatki o kontaminaciji vzorcev.

Vzorec Kontaminacija

820 /

1097 3076 /

1563 1910 Rupicapra rupicapra

1907 3058 /

1907 3061 /

1907 4043 Acomys dimidiatus

1909 4017 Rupicapra rupicapra

1909 4027 /

1907 3055 /

1909 4014 (1) /

1909 4035 (1) Acomys dimidiatus
1909 4043 Rupicapra rupicapra
1907 3030 /

1909 4016 /

1910 3039 Soermophilus citellus
1907 3010 Sekvenciranje neuspesna
1909 4047 Sekvenciranje neuspesna
1909 4031 Sekvenciranje neuspesna
1907 3064 Sekvenciranje neuspesna

1909 4018 Sekvenciranje neuspesna
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3.2 Odvisnost med spremenljivkami

S statisti¢éno obdelavo v SPSS smo preverjali soodvisnost med naslednjimi spremenljivkami;
masno koncentracijo, krivuljo absorbance in uspesnostjo PCR. Soodvisnost se je izkazala pri
vseh parih za zelo nizko (Preglednica 3).

Preglednica 3: Vrednogti testiranih spremenljivk pri posameznih analiziranih vzorcih (MK=masna koncentracija
izolata (ng/pL); Krivulja: 1=dabo, 2=dobro, 3=zelo dobro; PCR: 0=neuspedno, 1=zelo slabo, 2=slabo, 3=dobro,
4=z€lo dobro).

Spremenljivka

Vzorec
MK (ng/pL) Krivulja PCR

820 76,389 1 3
1097 3076 78,045 2 2
1563 1910 7,489 1 2
1907 3058 27,671 2 1
1907 3061 218,974 2 2
1907 4043 105,331 2 1
1909 4017 122,531 1 3
1909 4027 228,026 3 1
1907 3055 416,935 3 1
1909 4014 (1) 203,753 2 1
1909 4035 (1) 145,299 3 1
1909 4043 113,134 2 2
1907 3030 41,242 2 3
1909 4016 224,797 2 1
1910 3039 46,851 1 1
1907 3010 51,257 1 2
1909 4047 128,911 2 0
1909 4031 39,474 2 0
1907 3064 93,832 1 0
1909 4018 22,572 2 0

Zaradi odstopanj od normalne porazdelitve smo za oceno odvisnosti med spremenljivkami
uporabili le Spearmanov koeficient korelacije. Za kon¢ni prikaz rezultatov smo uporabili tri
spremenljivke (Preglednica 3). PCR smo kategorizirali na prvi nacin (uporabili smo Stiri
kategorije) (Preglednica 3). Vrednosti testa in njegova statisticna znacilnost so zbrani v
Preglednici 4. Vse odvisnosti so zelo nizke (p<0,6) in razen para masna koncentracija-krivulja
ostala dva niga dtatisticno znacilno povezana (p>0,05). Odvisnost med omenjenima
spremenljivkama (MK in Krivulja, p=0,52) je pozitivna, kar pomeni, da se ob zviSevanju
vrednosti ene, tudi vrednosti pri drugi spremenljivki zvisujgo.
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Preglednica 4: Soodvisnog testnih spremenljivk. Spearmanov korelacijski koeficient (p) je prikazan v desnem
zgornjem kotu (nad diagonalo), statisticna znalilnost testa pa v levem spodnjem kotu (pod diagonalo).
Statisti¢no znaéilno povezani pari na nivoju tveganja p<0,05 so poudarjeni. MK=masna koncentracija izolata

(ng/uL), Krivulja=krivulja absorbance.

MK Krivulja Uspednost PCR
MK 0,520 -0,440
Krivulja 0,019 -0,312
Uspesnost PCR 0,854 0,180
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4 DISKUSIJA

Osnovni namen, da prou¢imo metodologijo in preverimo uporabnost degradirane DNA, je bil
izpolnjen. Vse zastavljene cilje smo izpeljali po korakih; izolirali smo DNA, pomnozili ter
naredili sekvencno reakcijo in analizirali nukleotidna zaporedja Pri pomnozevanju DNA smo
imeli velike tezave. Za potrditev identifikacije vzorcev smo pridobili krgjS segment gena za
cyt b, dolzine 179 baznih parov. Tako smo pomnozili 15 vzorcev in dolo¢ili 9 vzorcev za
opico nosan. Za natan¢nejso identifikacijo je zazeleno imeti fragment dolg vsa okoli 400 bp
(Minarovi¢ in sod., 2010). Ceprav smo pri¢akovali, da bomo uspeli pridobiti ve¢ sekvenc,
lahko nizko stopnjo uspesnosti utemeljimo s tezavami v postopku (glel nadaljevanje).

Za analizo smo uporabili vzorce, ki so bili ve¢ let hranjeni v muzeju. Znano je, da je lahko
DNA vzorcev iz muzejskih zbirk degradirana zaradi nepravilnega hranjenja (FiSer in sod.,
2010). Tkivo, ki smo ga uporabili za analizo (koza) je bilo posuSeno in obdelano. Stem se je
zmanjSala kakovost DNA, ki je bila pridobljena iz tkiva. Ze pri preverjanju grafov absorbanc
smo opazili, da je bila DNA v 35 % vzorcev premo¢no degradirana, zato ni bilo presenetljivo,
da smo imeli pri nadaljnjih raziskavah tezave. Problem je nastal zaradi nizke uspesnosti PCR
reakcij, sa se vzorci niso uspesno pomnozevai. Da bi pridi do boljsh rezultatov, smo
poizkusali veckrat pomnoziti DNA iz istih vzorcev. Vseeno smo sekvence uspeli pridobiti le
pri petngstih vzorcih.

Pri Sestih vzorcih je prislo do kontaminacije s tujo DNA treh vrst: bodic¢aste misi (Acomys
dimidiatus), gamsa (Rupicapra rupicapra) in tekunice (Spoermophillus citellus). V laboratoriju
so bili prisotni vs trije taksoni, zato je priSo do kontaminacije. Tudi pri preverjanju
odvisnosti med pari testnih spremenljivk smo naleteli na tezave. Zaradi nenormalne
razporeditve spremenljivk in linearne nepovezanosti podatkov ni bilo mogoce analizirati s
parametricnim Pearsonovim koeficientom korelacije (Lupton, 1993), ki sicer ima vecjo
statisticno mo¢ kot njegove neparametricne alternative. Uporabili smo Spearmanov koeficient
(Thorpe, 1975). Ta je pokazal, da med spremenljivkami ni mo¢ne povezanosti, razen med
masno koncentracijo (MK) in krivuljo se kaze zmerno visoka pozitivna povezava (Spearman's
p=0,52, p=0,019; Preglednica 4). Pricakovali smo tudi pozitivno soodvisnost med masno
koncentracijo DNA in uspeSnostjo PCR reakcije, a je nismo potrdili. Morda bi hipotezo
potrdili, ce DNA ne bi bila tako mocno fragmentirana, kar pomeni, da poleg visje
koncentracije DNA za uspesnost PCR reakcije pomembnih Se vsg) neka drugih dgjavnikov,
ki v nasem primeru (zlagti nizka stopnja degradacije DNA) niso bili izpolnjeni. Poleg tega je
zanedljivost analize odvisnosti med spremenljivkami zmanjSala tudi vizualna ocena za
uspesnost PCR. To tezavo smo zeleli omiliti tako, da smo podatke rangirali na dva nacina
(gl Material in metode ter Rezultate) in primerjali pridobljene rezultate, a kljub
pricakovanjem vige Stevilo kategorij ni bistveno prispevalo k lazji in jasnejS inetrpretaciji
rezultatov. Tezave, povezane s slabo kakovostjo DNA, so nas privedle tudi do majhnega
vzorca za andlizo (N=20), kar je nadaje otezevalo interpretacijo rezultatov. Zato ni
presenetljivo, da hipoteze, da med masno koncentracijo, krivuljo grafa absorbance ter
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uspesnostjo PCR pri¢akujemo statisticno pomembno soodvisnost, nismo v celoti niti potrdili,
niti ovrgli.

Ugotavljamo, da so vsi deli obdelave DNA zelo pomembni za uspe$nost kon¢nih sekven¢nih
analiz (Rapley in Harbron, 2012). Statisticne metode za majhno koli¢ino podatkov niso
najbolj primerne, saj so nakljucni vplivi lahko preveliki. V nasem primeru je bil dodaten
problem $e uporaba subjektivnih ocen rezultatov, ¢etudi smo jih poizkusali predstaviti, kar je
le bilo mogoce objektivno (veckratna razporeditev rezultatov).

Vsem tezavam navkljub pa smo uspeli potrditi predpostavko, da je analiza s pomocjo ¢rtnih
kod mogoca ze na krajSem odseku DNA (Valentini, 2008). Kljub temu, da smo v nasi
raziskavi uspeli pridobiti sekvence gena za cyt b, krajSe od 200 baznih parov, smo v primerih
brez kontaminacij uspeli identificirati pravo vrsto, kateri je analizirano tkivo pripadalo. Treba
pa je poudariti, da je zanedljivost uporabljene metode mo¢no odvisna od pravilne priprave in
hrambe vzorcev. Obe pripomoreta k boljSemu ohranjanju DNA v vzorcih in manjsi
fragmentiranosti DNA ob izolaciji iz tkiva Natancnost izvganja protokola ter sterilno
delovno okolje nadalje pripomoreta k zmanjSanju tveganja za kontaminacijo analiziranega
tkivastujo DNA. Ceprav je jasno, da degradirana DNA oteZuje analize sistema &rtnih kod, pa
smo z nasim primerom potrdili, da taka analiza ni nemogoca. To toliko bolj pomeni, da je
ravno gen zacyt b zelo primeren in zanesljiv molekulski marker za identifikacijo vrt.

V raziskavah je pogosto uporabljen cyt b zaradi dveh njegovih prednosti, (1) uporabnosti na
starih (muzejskih) vzorcih in (2) primernosti za identifikacijo vrst Ze ob krajSem segmentu.
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5 SKLEPI

Na modelnem organizmu, opici nosanu, smo testirali uspeSnost identifikacije vrst na podlagi
kratkih zaporedij gena za cyt b (barcoding), ki smo jih izolirali in pomnozili iz starih tkivnih
vVZzorcev.

1. Najprej smo na podlagi merjenja koncentracije DNA v vzorcih ter njene absorbance
zbrali iz vecjega Stevila analiziranih tkiv le tkiva, ki so obetala uspeSen nadaljnji
postopek. 1zbor vzorcev za nadajnjo analizo je bil opravljen predvsem na podlagi
pregleda grafov absorbanc DNA za posamezne vzorce. Tanam je pokazal, ai je DNA
degradiarana in koliko DNA imamo v vzorcu (glede na vrh krivulje, pri 260 nm).
Glede na to, da vecja absorbanca pomeni vecjo koncentracijo DNA, ne zagotavlja pa
nizke stopnje degradiranosti, ni presenetljivo, da smo sekvence uspeli pridobiti le v
mahnem &evilu. To potrjuje predpostavko, da je pomnozevanje nukleotidnega
zaporedja ustrezne dolzine za identifikacijo taksonomskih skupin iz muzejskih
vzorcev strojenih koz zelo tezavno. Predvidevamo, da je glavni vzrok za to ravno
visoka stopnja degradirane DNA v teh vzorcih, zato tudi daljsih (>500 baznih parov)
sekvenc nismo uspeli pridobiti. Tezavam navkljub smo uspeli pridobiti vsg kratke
sekvence zagen cyt b (179 bp), ki so vseeno omogocali doka] zanesljivo identifikacijo
taréne vrste.

2. Soodvisnost med pari testnih spremenljivk (koncentracijo DNA v izoliranem vzorcu,
krivuljo absorbance izolata ter uspesnostjo PCR) je nizka. Edina izjema pri tem je
statisticno pomembna (p<0,05), a vseeno le zmerno visoka soodvisnost med masno
koncentracijo (MK) in krivuljo (Spearman's p= 0,52, p=0,019). Pri¢akovane visoke in
statisticno znacilne odvisnosti med koncentracijo DNA in uspeSnostjo PCR nismo
uspeli potrditi, verjetno zato, ker vi§a koncentracija DNA Se ne zagotavlja nizke
stopnje njene degradiranosti.
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PRILOGE

PRILOGA A: Tabela vseh vzorcev s podatki o ¢istoéi vzorcev ter masni koncentraciji DNA v vzorcih

Vzorec Vrsta Cisto¢a (260/280) Masna koncentracija (ng/pL)
820 Nasalis larvatus 1,967 76,389
835 Nasalis larvatus 1,823 75,505
837 Nasalis larvatus 1,749 22,912
879 Nasalis larvatus 1,822 44,009
888 Nasalis larvatus 1,629 24,291
893 Nasalis larvatus 1,78 74,933

1097 3076 Nasalis larvatus 1,83 78,045
1555 1910 Nasalis larvatus 1,907 66,848
1563 1910 Nasalis larvatus 1,586 7,489
1907 3030 Nasalis larvatus 1,62 41,242
1907 3008 Nasalis larvatus 1,692 3,642
1907 3009 Nasalis larvatus 1,781 45,273
1907 3010 Nasalis larvatus 1,838 51,257
1907 3011 Nasalis larvatus 1,899 35,571
1907 3012 Nasalis larvatus 1,626 72,817
1907 3013 Nasalis larvatus 1,561 13,279
1907 3019 Nasalis larvatus 1,573 79,106
1907 3020 Nasalis larvatus 1,504 29,093
1907 3021 Nasalis larvatus 1,889 10,442
1907 3022 Nasalis larvatus 1,694 35,932
1907 3023 Nasalis larvatus 1,601 59,746
1907 3024 Nasalis larvatus 1,565 18,008
1907 3025 Nasalis larvatus 1,643 54,862
1907 3027 Nasalis larvatus 1,683 15,249
1907 3028 Nasalis larvatus 1,47 73,82
1907 3029 Nasalis larvatus 1,552 15,098
1907 3030 Nasalis larvatus 1,883 77,919
1907 3031 Nasalis larvatus 1,584 24,769
1907 3033 Nasalis larvatus 1,685 83,704
1907 3037 Nasalis larvatus 1,613 57,797
1907 3038 Nasalis larvatus 1,609 42,933
1907 3039 Nasalis larvatus 1,665 17,086
1907 3043 Nasalis larvatus 1,671 15,389
1907 3045 Nasalis larvatus 1,54 24,393
1907 3047 Nasalis larvatus 1,506 29,367
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1907 3048
1907 3050
1907 3051
1907 3053
1907 3054
1907 3055
1907 3056
1907 3057
1907 3058
1907 3060
1907 3061
1907 3062
1907 3063
1907 3064
1907 3066
1907 3068
1907 3071
1907 4043
1908 3014
1908 3015
1908 3018
1908 3023
1909 3053
1909 4013
1909 4014
1909 4014 (1)
1909 4015
1909 4016
1909 4017
1909 4018
1909 4019
1909 4020
1909 4022
1909 4024
1909 4025
1909 4027
1909 4029
1909 4030
1909 4031

Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalislarvatus

1,973
1,752
1,254
2,003
1,98
1,889
1,829
1,729
1,639
1,773
1,78
1,52
1,884
1,66
1,739
1,715
1,589
1,847
1,978
1,444
1,553
1,811
1,679
1,784
1,873
1,875
1,832
1,909
1,858
1,818
1,802
1,598
1,749
1,841
1,728
1,881
1,959
1,756
1,752

12,287
13,404
66,185
31,895
26,603
416,935
143,893
30,021
27,671
33,814
218,974
18,375
110,273
93,832
14,98
87,086
6,478
105,331
20,191
26,065
48,855
35,613
22,364
46,668
17,14
203,753
27,372
224,797
122,531
22,572
46,789
52,474
18,401
328,793
27,412
228,026
401,346
29,062
39,474
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1909 4035
1909 4035 (1)
1909 4037
1909 4038
1909 4040
1909 4043
1909 4045
1909 4046
1909 4047
1909 4048
1909 4052
1909 4056
1909 4057
1909 6055
1909 885
1910 3007
1910 3010
1910 3016
1910 3017
1910 3020
1910 3023
1910 3027
1910 3028
1910 3034
1910 3037
1910 3038
1910 3039
1910 3040
1910 3041
1910 3046
1910 3049
1910 3050
1910 3052
1910 3055
1911 3004
1911 3005

Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus
Nasalis larvatus

Nasalis larvatus

1,6
1,901
1,746
1,739
1,673
1,651
1,799
1,725

1,71
1,632
1,505

1,86
2,838
1,733
1,563
1,825
1,168
1,919

1,85
1,915
1,861
1,777
1,781
1,701
1,735
2,019
1,809

1,84
1,823
1,802
1,469
1,827
1,773
1,678
2,026
2,058

34,896
145,299
18,789
43,983
90,291
113,134
29,031
79,25
128,911
51,155
42,682
12,417
5,854
12,759
18,508
5,579
17,394
11,614
23,417
40,788
29,497
61,097
48,718
25,644
55,361
53,638
46,851
16,556
25,722
11,645
13,946
7,65
25,145
25,093
34,785
11,81




