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ABSTRAKT

vvvvv

DNA jednotlivych zivociSnych druhov na ziklade rozdielnej sekvencie
mitochondridlnej DNA. Pre detekciu vybranych ZivociSnych druhov sme pouzili
Specificky usek génu kodujuceho cytochromu b. Izoldciu mtDNA sme vykonali
z krvnych vzoriek piatich zivo¢isnych druhov — norok americky (Mustela vison), fretka
domadca (Mustela putorius vison), svina domaca (Sus scrofa domesticus), kralik domaci
(Oryctolagus cuninculus), hus domaca (Anser anser). Samotnu identifikaciu vybranych
zivociSnych druhov sme vykonali metédou PCR-RFLP. Vyuzitim univerzalnych
primerov komplementarnych ku konzervacne uzavretej oblasti génu pre cytochrom b pri
stavovcoch sme amplifikovali 359 bp fragment, ktory v sebe zahffia variabilni oblast’
s vel’kostou 307 bp. Polymorfizmus dizky restrikénych fragmentov bol analyzovany
pomocou restrikénej endonukledzy A/ul. Na zéklade fragmentov, ktorych velkost
zavisela od pritomnosti alebo absencii restrikénych miest v amplifikovanom PCR
produkte sme dokazali identifikovat’ vybrané zivociSne druhy (Mustela vison — 81 bp,
109 bp, 169 bp, Mustela putorius vison — 169 bp, 190 bp, Sus scrofa domesticus — 115
bp, 244 bp, Oryctolagus cuninculus — 359 bp, Anser anser — 130 bp, 229 bp). Nase
vysledky potvrdili, ze samotnd PCR-RFLP analyza mtDNA umoznuje rychly

a jednoduchy spdsob identifikacie zivocisSnych druhov.

Krlacové slova: mtDNA, cytochrom b, PCR — RFLP, restrikéna endonukledza A/ul



ABSTRACT

The aim of study was verification using of PCR-RFLP method for discrimination DNA
samples of animal species based on different sequence of mitochondrial DNA. The
detection of chosen animal species was used the specific segment of gene for cytochrom
b. The mtDNA was isolated from blood samples o five animal species — American mink
(Mustela vison), Ferret (Mustela putorius vison), Pig (Sus scrofa domesticus), Rabbit
(Oryctolagus cuninculus), Goose (Anser anser). For the discrimination of chosen
animal species was used PCR-RFLP method. We amplificated 359 bp fragment of
cytochrom b including a variable 307 bp region by using universale primers which are
complementary to conserved areas of the vertebrate mitochondrial cytochrome B gen.
Restriction fragment length polymorphisms (RFLPs) were analysed by one restriction
endonuclease A/ul. We demonstration to identification individual animal species on the
bases of specific fragments, which sizes were dependent on the presence or absence
restriction site of restriction endonuclease A/ul in the PCR products for chosen animal
species (Mustela vison — 81 bp, 109 bp, 169 bp, Mustela putorius vison — 169 bp, 190
bp, Sus scrofa domesticus — 115 bp, 244 bp, Oryctolagus cuninculus — 359 bp, Anser
anser — 130 bp, 229 bp). Our results showed that PCR-RFLP analysis provided a rapid

and easily method to identification of animal species.

Key words: mtDNA, cytochrom b, PCR — RFLP, restriction endonuclease A/ul



1 Obsah

L0117 | PR 6
Zoznam skratiek a ZnacieK..........cuueiveiivueiieinnniniiiisiineinnniinninnnineessesssnessesssssssessaee 8
UVOUunnniiiiiiiiniiicnnnnneecsssnnencssssseescssssseesssssssessssssssessssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssassssss 11
1 Sucasny stav rieSenej problematiky doma a v zahrani€i ..........ccceveeveccecsuecennne 13
Lol GONOMIL ...ttt ettt e sttt et e e st e et e s satee e 13
1.1.1 GeNEtiCKE MAPY ... .eeiiieiieeiiieiie ettt ettt estaeebeenaeeens 14
1.2 Mitochondridlna DINA........ccccooiiiiiiiiiieeeee e 14
1.3 CYtOCHIOMY .....viiiiiieeiiie ettt ettt et e et e e et e e sstaeesssaeessseeenseeenseeennnes 16
1.4 MoleKularne Markery.........cooueiiiiiiiiiieeee et 17
1.5 Metddy detekcie DNA mMarkerov..........ccuveeuieeiienieiiiienieeieeree et 18
1.5.1 Polymerazova ret'azova reakCia.........ccoueeeruiieeiieeeiieeeieeeiee e 18
1.5.1.1 Priebeh PCR 1€aKCie......cc.eeoueriiiiiiiiiiiiicietecsccee e 19
1.5.1.2 Faktory ovplyviiujuce PCR reakciu.........ccoceveevieniiniiniininiiniccieneene, 20
1.5.1.3 Variacie PCRu......cciiiiieeeeeeeee e 20
L.5.2 PCR = RFLP...ciiiiieeee ettt e 22
L.5.3 RAPD ..ttt ettt ettt ettt et eneen 22
L.5:4 AFLP...oceeee ettt ettt ettt neenes 22
1.5.5 MIKEOSALELILY....cuviieiiieiieeiieiie ettt ettt ettt ettt e saae e e senes 23
1.5.6 SEKVENOVANIE.....cc.uiiiiiiiiiiiieeiteeieee ettt ettt et 23
P2 O T g 1) i TN 24
3 Materidl @ MeEtOAY....ccoveeerrererssercssnnsssnnsssnisssssesssasesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssss 25
3.1 Biologicky Material.........cccueeviiiiiieiieciieiiecie ettt ettt 25
3.1.1 Biologicka charakteristika vybranych Zivo¢iSnych druhov.........c..cccceeeeneene. 25
3.2 PriStrOJOVE VYDAVENIC. ... eiiiiiiiiieiieeieeiie ettt ettt ettt et e snees 28
3.3 Pouzité metddy pri iZolacie DINA........ccoiiiiiiieeieecee ettt 28
3.3.1 Izolacia DNA vysol'ovacou metédou podl'a Millera et al. (1987)................... 29
3.3.1.1 ZloZenie pouzZitych roztoKOV.........ccceeviiiiieiieeiieiieeeeee e 29
3.3.1.2 POStUP 1ZOIACTC. .....eeiieieieeeiieee et st 30

3.3.2 Izolécia gendbmovej DNA z krvi pomocou komeréného kitu Nucleospin Blood

(MAChETEY INAGEL)...cc.eeeeeiieiieee ettt ettt ettt esaee e eee 31



3.4 Overenie pritomnostt DNAL.........coooiiiiiiieiece e e 32

3.5 PCR cytoChrdmu Bu.....ccoiiiiiiiiiiieceece et 32
3.5.1 PCR — RFLP cytochromu B restrikénym enzymom Alul.............c.cccocvevennnenne. 34
3.5.2 Elektroforéza v agardzovom gEl1........cceeevuiieeiieieiiieeeiieeeieeeeiee e eevee e 34

4 VYSIEAKY PIraCe...cccceicseisecseecsensnicsaissnnssecssessenssecsssssessseesssssessssssasssesssessasssassasssasssssssess 36

A1 MALETTAL ...t ettt 36

4.2 TZOIACIA DINA ... oottt ettt et e st e et esaee e 36

4.3 PCR T@AKCIA. ...ttt ettt ettt ettt et et e bt e et eesbeesateesaeeens 36

4.4 PCR = RFELP...cciiiieeee ettt sttt et 37

5 DISKUSIAu.cciiiiiiiiiiiiniecisttecinneisntecsntessnnessseesssseesssssessssessssssessssessssssssssnsssssasssssassssanes 41
0 ZLAVET c.uuueeueiineiiniesneisninsunnssstessssssssesssssssssssssssssssssssssssssssessssssssessssssssessssssssessssssssessassns 43
7 Zoznam PouZitej lteratliry......ccecrcecsecserssensrecsenssensancssissesssecsaessasssessssesssssessssssssssens 44
g 1 (1) 1 49



2 Zoznam skratiek a znaciek

A
AFLP
ATP

°C
C,H;0,N
COX
Cytb
dATP
dCTP
DGGE
FOR
dGTP
DNA
dNTP
dsDNA
dTTP
EDTA

HCI
kb
KHCO;

Mng

min

adenin

polymorfizmus dizky zmnoZenych fragmentov
adenozintrifosfat

bazové pary

cytozin

stupen Celzia

octan amonny,

cytochrom oxidaza

cytochrom b

deoxyadenozin - 5 trifosfat
deoxycytidin — 5 trifosfat
denaturacna gradientova gélova elektroforéza
forward - predny

deoxyguanozin — 5 trifosfat
deoxyribonukleova kyselina
deoxynukleotid trifosfat
dvojvldknova DNA
deoxytymidin — 5 trifosfat
kyselina etyléndiamintetraoctova
guanin

gram

kyselina chlérovodikova

kilo baz (1000 bazovych parov)
hydrogénuhli¢itan draselny

mol

hor¢ik

chlorid hore¢naty

minuta




ml

mmol

mtDNA

NCBI
ng
NH,4CI
nm
PCR
pmol
RAPD
RFLP
RNA
REV

Irpm

SDS
SSCP
ssDNA

TAE
TBE
TGGE
Tris

tRNA

uv

ng

mililiter

mangan

milimol

mitochondridlna DNA

dusik

National Center for Biotechnology Information
nanogram

chlorid aménny

nanometer

polymerazova ret'azova reakcia

pikomol

nahodne zmnozena polymorfnd DNA
polymorfizmus dizky restrikénych fragmentov
ribonukleova kyselina

reverse - opacny

otacky za minutu

sekunda

sodna sol’ dodecylsulfatu

konformaény polymorfizmus jednoretazcovej DNA
jednovldknova DNA

thymin

tlmivy roztok

tlmivy roztok

teplotna gradientova gélova elektroforéza
hydroximetyl - aminometan

transférovd RNA

unit (jednotka)

ultra fialové

mikrogram




ng.l? mikrogram na liter
ul mikroliter

pmol.I”! mikromol na liter

10



UvVOD

Pre identifikdciu jedincov je v sucasnosti najviac pouzivana mitochondridlna
DNA (mtDNA). Vyuzitie Specifickych tsekov mtDNA pri identifikacii Zivo¢isSnych
druhov mé dva vyznamné dovody. Prvym doévodom je fakt, ze pomer kopii
mitochondrialnej DNA k jadrovej DNA v jednej bunke je priblizne 2500 : 1, a to najma
v pripade kostrového svalstva, ktoré sa vyznacuje vysokou post-mitotickou aktivitou
(Sorenson et al., 1998, Greenwood et al., 1999), ¢o umoziuje detekovat jednotlivé
zivociSnej druhy aj ztakych vzoriek akymi su tepelne opracované mésové vyrobky
(Pascoal et al., 2004). Druhym dévodom je vysoka variabilita Specifickych tsekov
mtDNA najmé v sekvencii génu cytochromu b, ktord umoziiuje rozliSenie blizko
pribuznych zivoc¢isnych druhov v pripade zmesi roznych druhov (Hopwood et al., 1999,

Momcilovic et al., 2001).

Cytochrom b je bielkovina obsahujiuca hemové skupiny a nachddzajuca sa
na vnutornej membrane mitochondrii. Je sucastou elektrony transportujiiceho retazca
a nachadzajuca sa vo vsetkych organizmoch, ktoré uskutociiuju aerobné dychanie.
Sekvencia mtDNA pre gén cytochrom b je dlha 1140 bp, je druhovo Specificka

a vytvara vhodné podmienky pre vyuZitie restrikénych endonukleaz (Minarovi¢ 2009).

Jedna znajpouzivanejSich technik v molekuldrnej biologii a v molekuldrnej
genetike je polymerazova retazova reakcia (PCR). VyuZiva sa na namnoZenie
Specifickych usekov DNA pomocou striedania teplot a enzymatickej syntézy in vitro
(Minarovic, 2009).

Jednou z modifikacii PCR je metéda PCR-RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism — polymorfizmus dizky restrikénych fragmentov). Metéda umoziuje
zistenie pritomnosti mutacii v amplifikovanej vzorke DNA. Na rozdiel od klasickej
RFLP sa vhodnym restrikénym enzymom Stiepi len kratky usek DNA — PCR produkt.

Ziskané fragmenty sa vizualizuju elektroforézou.

Hlavnym cielom naSej prace bolo dokazat’ uc¢innost PCR — RFLP metody

s pouzitim univerzalnych primerov navrhnutych Kocherom et al., (1989) a naslednej

RFLP analyzy pomocou restrikénej endonukledzy Alul pri identifikdcii réznych
zivoc¢isSnych druhov.

Tato diplomova praca bola podporovana vramci rieSenia projektu VEGA

1/0061/10.
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1 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY DOMA
AV ZAHRANICI

1.1 Genom

Genoém je definovany ako celok genetickej informacie v konkrétnej bunke alebo
organizmu. Vedny odbor Strukturdlna genomika ma dva ciele: urcit’ sekvencie kazdého
chromozému genému a identifikovat’ polymorfizmy alebo alelické varianty pritomné
v gendéme. Podstatou funkénej genomiky je skiimanie vztahov medzi génmi genomu
amedzi génmi a proteinmi. Gendémy organizmov st odlisSné svojou velkostou a
zlozenim. Genomy mikroorganizmov a eukaryotov st vrozpidti od 700 kb,
pri jednobunkovom mikrobidlnom chromozéme az po viac ako 3 Gbp, priCom pocet
chromozomov sa pohybuje v rozmedzi od 6 az do 96 chromozdémov. Haploidny gendm
Cloveka obsahuje priblizne 3 miliardy nukleotidov DNA rozdeleny do 23
chromozémoch, v ktorych sa nachadza priblizne 25 000 génov. Vyznamné druhy
hospodarskych zvierat maji podobnti velkost' gendému. Mapovanie genému je uzko
spojené s rozvojom novych technologii, Stidiom modelovych organizmov, analyzou
variability genomu a vyvojom bioinformatiky. DNA sekvenovanie je proces, pri ktorom
sa urcuju Specifické poradie a identifikdcie samostatnych molekil DNA so znamou
poziciou na chromozéme. Mapovanie je rozhodujuci proces pre spravnu rekonstrukcii

genomu (Berg et al., 2006).

Okrem jadra bunky sa DNA nachadza aj mitochondridch, ktoré obsahuji vlastnu
geneticki vybavu v podobe mitochondridlnej DNA (mtDNA). Viacsina bielkovin
mitochondrii je kodovanad jadrovou DNA, ale 13 bielkovin je kodovanych
mitochondridlnou DNA asut prekladané vlastnym translaénym apardtom na
mitochondridlnych ribozémoch, ¢im mitochondrie podliehaju dudlnej genetickej

kontrole (Taanman, 1999).
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1.1.1 Genetické mapy

Genetickd mapa je znazornenie distriblicie ur€itého poctu génov v genomu. Podl'a

réznych metodickych postupoch rozoznavame:

1. Cytogenetické (chromozémové) mapy — zalozené na karyotype (fyzickej
podobe) chromozému. Za ucelom identifikacie je mozné ur¢itym spdsobom vykonat
Specifické farbenie chromozdémov a porovnavanie so Standardnymi ideogramami.
Pri druhoch, ktoré maji dobre definovany karyotyp, ako napr. oSipand, sa ku
konstrukcii cytogenetickych méap pouziva hybridizacia in situ. Lokalizacia génu je
prevedend pomocou hybridizacie urCitého znaené¢ho tseku DNA s denaturovanou
DNA chromozému. Podobné metody sa pouzivaji aj pri mapovani lokusov

kvantitativnych znakov (QTL).

2. Fyzické mapy — zalozené na priamej analyze DNA. Vzdialenosti medzi

jednotnymi lokusmi su ur¢ené paroch baz.

3. Vizbové (rekombina¢né) mapy — urcuju vzdialenost a poradie génov na
chromozdéme. Vizba je detekovand na zdklade poctu rekombinacie (crossing — overu)
a udava sa v percentach rekombinacie (1% = 1 cM — centi morgan). Analyza vézby je
hlavnym principom pri mapovani QTL.

4. Komparativne (porovnavacie) mapy — su to mapy, na ktorych st vyznacené
homolégne useky génovpri roznych druhov. Pomocou tejto metddy sa daji vyhladavat

kandidatne gény pre QTL (Bezo, Bezova, 1998).

1.2 Mitochondrialna DNA

Mitochondridlna DNA je genetickd informacia ulozena v mitochondriach. Podiel'a
sa na mimojadrovej dedi¢nosti. Z celkového mnozstva DNA v eukaryotickej bunke
pripada na mitochondridlnu DNA obvykle 1 — 0,5 %. Mitochondrialna DNA je va¢Sinou
mala (16 000 — 18 000 bazovych parov) dvojvldknova kruhova dvojzdvitnica, ktora sa
replikuje semikonzervativne a neintegruje sas chromozomalnymi proteinmi (Klug,

Cummings, 1994).
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Okrem niektorych vynimiek je zivo¢iSna mtDNA tvorend kontrolnymi oblastami
a37 génmi, ktoré koéduju 22 transférovych RNA (tRNA), dve ribozoméalne RNA
(rRNA) a 13 medidtorovych RNA (mRNA) Specifickych proteinov, ktoré su spojené
s transportom elektrénov a oxidativnou fosforylaciou (Avise, 1994).

Na mitochondridlnej DNA rozliSujeme lahky (L) a tazky (H) retazec liSiaci sa
medzi sebou v zastupeni G a T baz. VicSina génov je lokalizovand na H retazci.
mtDNA koduje v respiranom retazci 7 podjednotick (MTNDI1, MTND2, MTND3,
MTND4, MTND4L, MTNDS5, MTND6) komplexu I (sukcindt CoQ reduktaza), 1
podjednotku (MTCYTb) komplexu III (cytochrém c¢ reduktdza), 3 podjednotky
(MTCOI, MTCOII a MTCOIII) komplexu IV (cytochrém c oxidéza) a 2 podjednotky
(MTATP6 a MTATPS8) komplexu V (ATP syntaza) (Masopust et al., 2003).

Koédujuca cast’ mtDNA, ktord tvori prevaznu cast’ molekuly, neobsahuje Ziadne
introny. Zvlastnou Struktirou molekuly je trojvlaknovy tsek retazca, kedy je H retazec
vytlaceny usekom komplementarnym k L retazcu formujuceho slucky. Uvedeny usek
sa nazyva D-loop (displacement). D-loop je najrozsiahlej$im nekddujucim miestom
a tvori priblizne 7 % molekuly mtDNA. Ked'Zze obsahuje prométory pre transkripciu
oboch retazcov a zaCiatok replikdcie H retazca, predstavuje kontrolnu, alebo tiez

regula¢nu oblast’ mitochondrialneho genomu (Anderson et al., 1981).

V dnesnej dobe pozname uz aj uplnu nukleotidovii sekvenciu mtDNA ¢loveka,
ktora pozostava z 16 596 parov baz a obsahuje 37 génov. Jej genetickd informacia je pre
bunku Zivotne ddlezitad. Medzi nimi (tak ako medzi génmi mtDNA inych organizmov)
su aj dolezité gény kodujice podjednotky dychacich enzymov: cytochromy a oxidéazy.
Mitochondrialna DNA je teda nevyhnutna pre zivot vac¢Siny eukaryotickych buniek. Pre
uspesnu syntézu bielkovin kodovanych v mtDNA zase musi byt do mitochondrie
transportovanych mnozstvo produktov jadrovych génov (Taanman, 1999).

Zvlastnosti kodu mtDNA od jadrovej DNA je, ze jej gény su na rozdiel od
jadrovej usporiadané velmi Usporne a ddlezity je v nich kazdy par bdz. Posledny
nukleotid jedného génu moéze dokonca v niektorych pripadoch byt zaroven prvym
nukleotidom dalgieho génu. Dalsou zvlastnostou je sekvencia UGA, ktora v jadrovej
RNA znamena koniec syntézy peptidového retazca (stop kodon), ale v mitochondriach
tato sekvencia kdduje aminokyselinu tryptofan. Transkripciu mitochondridlnych génov
zabezpeCuje zvlastna mitochondriovd RNA - polymeraza. Mitochondridlna DNA je

zaujimava este aj z fylogenetického hl'adiska vyvoja eukaryotickych buniek a vyvoja
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genomu. Z hl'adiska dedicnosti je dolezitd tym, Ze sa dedi len sami¢i mitochondrialny
genom, lebo mitochondrie samcej pohlavnej bunky — spermie st pri oplodneni
enzymaticky rozruSené. Mitochondridlna DNA sa na rozdiel od jadrovej, v ktorej sa
polovica zdedi po otcovi a polovice po matke, dedi vo vicsSine pripadov iba po matke.

Takato dedicnost’ sa nazyva materalna (Uhrin et al., 1996).

Mnozstvo mtDNA sa lisi v jednotlivych typoch tkaniva, zavisi na energetickych
poziadavkach daného organu. Napriklad velké mnozstvo mitochondrii sa nachadza
v neurénoch, pecettovych bunkéch, srdcovom a kostrovom svalstve. Vd’aka zna¢nému
mnozstvu molekul mtDNA je ul'ahena izolécia a aj preto stale viac §tadii obracia svoju
pozornost’ na mitochondridlnu DNA (Holland a Persons, 1999, Prado et al., 2002,
Pascoal et al., 2004, Pfeiffer et al., 2004 ).

NajpouzivanejSie gény pre fylogenetickli analyzu z mitochondridlnych génov
spolu s D — LOOP génmi a rRNA génmi su tieto tri: cytochrom b (Cytb), cytochrom ¢
oxidaza podjednotka I (COI) a cytochrém c¢ oxidaza podjednotka II (COII) (Russo et.
al., 1996).

1.3 Cytochromy

Cytochrémy predstavuji sthrnny nazov pre bielkoviny, ktoré su viazané na
membranu a obsahuju vo svojej molekule hémova skupinu, ktord zaistuje prenos
elektronu naviazanim iontov Zeleza a striedavo redukuje a oxiduje z Fe?” na Fe'
aspat. Vyskytuji sa ako monomérne bielkoviny, napr. cytochrém c, alebo ako
podjednotky vécSich enzymatickych komplexov ktoré katalyzuji redoxné reakcie.
Nachadzaju sa hlavne vo vnutri membrany mitochondrii eukaryot, chloroplastov rastlin,

u fotosyntetizujucich mikroorganizmov a baktérii (Adkins et al., 1996).

Cytochromy sa delia podla typu naviazanych hémovych skupin alebo podla

maximélnej absorbancie vinovych dizok.
Cytochrom a — obsahuje hem a tvoriaci tzv. formylovym a postrannym ret'azcom.

Cytochrom b — obsahuje hem b bez formylu, hemovéa skupina nie je kovalentne

naviazand na protein.

Cytochrom ¢ — je definovany na zaklade chemickej Struktiry, konkrétne hem c je

naviazané na protein kovalentnou vizbou .

15



Obr. 1: Cytochrém ¢ s hémom ¢ (Bertini et al., 2006).

Cytochrom d — obsahuje tetrapyrolovy cyklus s chelatom alebo Zelezom pri¢om stupent
konjugécie je nizsi ako u porfyrinu.

V aerobnych prokaryotach a mitochondriach eukaryotov je cytochrom b
komponentom komplexu respiracného retazca III taktiez znameho ako komplex bcl

alebo ubyquinol - cytochrom c reduktdza (Howell, 1989).

Cytochrom c¢ oxidaza je pociatony enzym retazca transportu elektronov aje

nepostradatel'ny pre dychanie buniek pri aerobnych organizmoch (Palumbi, 1996).

1.4 Molekularne markery

Génové inzinierstvo umoznuje vyuzivat pre charakterizdciu genému jednotlivych
odrod rastlin, hospodarskych zvierat 1ipre ziskavanie individudlneho profilu
jednotlivych 0so6b molekularne markery DNA. Pomocou DNA markéru sa da
jednoducho detekovat’ rozdiely v genetickych informaciach, ktoré nesie sledovany
jedinec. Prvé molekularne markéry boli predovsetkym bielkoviny a ich rdézne varianty,
tzv. izoenzymy. V suasnej dobe sa uz vyuzivaju DNA markéry, ktoré su oproti
izoenzymov viac variabilné avedia charakterizovat' cely genom. Na rozdiel od
proteinovych markerov nie st tak vyznamne ovplyvnené prostredim a nie je narusena

ich selektivna neutralnost’ (Branco et al., 2002).
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Pri rozdelenie markerov podl'a vyuZiti pri mapovanie gendmu pozname tri typy:

1. typ — koédujice exprimované gény, mozu byt kandidatnymi gény pre QTL
(Quantitative Trait Loci). Maju nizku hladinu polymorfizmu, st malo pouzitelné pre
diverzity rodin a populacii. Vyuzivaji sa pri komparativnom (porovndvacom)

mapovani.

2. typ — vysoko variabilnd sekvencia DNA. PredovSetkym sa vyuzivaju
mikrosatelity a minisatelity. Vplyvom vysokého stupnia polymorfizmu st mikrosatelity
vysoko informativné v populacnych stadiach a pri ur€ovani rodicovstva a su zakladom
pre vidzbové mapovanie genému. Tieto markery nemaju priamy vplyv na variabilitu

znaku, ale mézu byt vo viazbe s QTL.

3. typ — st to jednonukleotidové polymorfizmy (SNP) nachddzajuce sa vo vnutri
kédujuceho génu, v nekodujicich intrénoch alebo integrovanych oblastiach. Vyuzivaju
sa pri populacnych a rodinnych stadiach. Vyskytuju sa v gendme kazdych 500 — 1000
baz parov. Vyznam ziskavaju s rozvojom automatickych metod skriningu (micro arrays)

(Knoll, Vykoukalova, 2002).

1.5 Metody detekcie DNA markerov

1.5.1 Polymerazova ret'azova reakcia

Polymerazova retazova reakcia (angl. polymerase chain reaction, skratka PCR) je
metdda molekuldrnej biologie, ktord sluzi na amplifikaciu (zmnozenie) DNA molekual v
laboratornych  podmienkach vyuzivajic enzym DNA-polymerdzu. PCR je
exponencialna reakcia a teoreticky je mozné aj z jedinej molekuly DNA amplifikovat’
dostatoéné mnozstvo molektl pre dalSie analyzy. Tato metéoda bola revoluénym
objavom Americ¢ana Karyho Mullisa v roku 1983, ktory za tento obja ziskal v roku 1993
Nobelovu cenu za chémiu. V sti¢asnosti predstavuje nevyhnutny krok pri praci s DNA.
Pouziva sa v molekularnej biologii, genetike, mikrobioldgii, fyziologii, v medicine a aj
v mnohych inych oblastiach biologického vyskumu (Ihlak, 2007).

Polymerazova retazova reakcia umoznuje selektivne namnozit’ - naamplifikovat’
poZadovany usek DNA v skiimavke in vitro do milidnového poctu kopii. Autor PCR

metody Mullis uvadza, ze ked’ zatneme pracovat’ s jedinou molekulou DNA, mézeme
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pomocou PCR za niekol’ko hodin ziskat’ milion jej kopii. K amplifikécii potrebujeme
skimavku, potrebné chemikalie a vodny kupel’. Analyzovana DNA mdéze pochadzat’ z
roéznych zdrojov : z jedného l'udského vlasu, kvapky zaschnutej krvi, z mozgu mimie
alebo 40 tisic rokov starého mamuta zmrznutého v ladovci. Metdda napodobiiuje
replikacny systém, ktory existuje v kazdej bunke a realizuje sa pred bunkovym delenim,
ked dochadza ku zdvojeniu genetického materialu. Zatial’ o pri replikacii in vitro sa
replikuje cely chromozom za vzniku dvoch identickych koépii, pri PCR in vitro sa
replikuje Specificky usek DNA, ktory vymedzuju kratke oligonukleotidy - primery, do
miliénov kopii (Mullis, 1987).

Zikladné zlozky PCR pre uspeSnu amplifikaciu:
templatova DNA

oligonukleotidové primery

Taq polymeraza

zmes Styroch vol'nych deoxynukleotidov (ANTP)
tlmivy roztok

hor¢ikové iony

EEEEEEE

ultracista voda

1.5.1.1 Priebeh PCR reakcie

Denaturacia - tepelnd denaturdcia templatovej DNA zohriatim reakénej zmesi na

teplotu > 90°C.

Hybridizdcia - za poklesu teploty na cca 37-65°C (zavisi od dizky a sekvencie
primerov) nastdva hybridizacia primerov s templatovou DNA na komplementarnych
miestach. K uspesnej amplifikdcii DNA je potrebné, aby vzdialenost’ medzi priamym a
reverznym primerom (100-5000 nukleotidov) bola dostacujica z hladiska cCasu
potrebného na polymerizaciu (prili§ dlhé alebo naopak prili§ kratke fragmenty sa nedaji

amplifikovat).

Polymerizacia - zvySenim teploty na 72°C zalina Tag-polymerdza syntetizovat

komplementarne vlakno DNA z vol'nych dNTP.
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Tieto tri kroky sa cyklicky opakuji 20 az 40-krat a vysledkom je syntéza
mnohych képii fragmentu DNA ohrani¢eného pouzitymi primermi. Mnozstvo PCR
produktu v jednej reakcii méze dosiahnut' hodnoty 0,2-1 ug DNA, ¢o postacuje na
analyzu Standardnymi metodami molekularnej biologie ako je elektroforéza v

agardézovom géli.

Zaverecnda polymerizdcia - tento krok prebehne poc¢as PCR reakcie len raz a to na konci

PCR programu. Sluzi na "dobehnutie" vSetkych polymerizacnych reakcii, ktoré este

prebiehaju (Eckert,1991).

1.5.1.2  Faktory ovplyvitujuce PCR reakciu

v

Specificita - schopnost’ amplifikovat' len tseky s presnou homologiou sekvencii v
oblasti primerov. Nizsie hybridizaéné teploty a vys$sia koncentracia Mg”>" spravidla

Specificitu znizujl, takze dochadza k amplifikacii tzv. neSpecifickych fragmentov.

Citlivost' - pocet kopii templatu, ktoré je mozné dokazat’ metdodou PCR. Teoreticky
mozno amplifikovat’ aj jednu jedina kopiu, prakticky je to ¢islo vyssie, takze citlivost’ je

nizsia.

Efektivnost - aké mnozstvo molekul templatu sa kopiruje v jednotlivom cykle.

Teoreticky sa kopiruji vsetky molekuly, prakticky je toto mnozstvo nizsie.

Fidelita - miera presnosti sekvencie PCR produktu v porovnani s templatom, do akej
mieri je vysledny PCR produkt (DNA fragment) sekven¢ne identicky s "originalom" -
povodnym templatom. Zavisi hlavne od chybovosti enzymu a pomeru jednotlivych
dNTP. Je nepriamo umerna poctu zle inkorporovanych - mutovanych nukleotidov

(Namakura et. al.,1993)

1.5.1.3 Varidacie PCR

Jednd sa ozloZenia reakénej zmesi anastavenia PCR programu. Medzi

najdolezitejsie varianty PCR patria:

Hot start PCR — pri reakcii sa vyuziva rekombinantna DNA polymeraza, ktord na

iniciaciu polymerizacie vyzaduje vysoku aktivaénu teplotu okolo 95 °C — po dobu 3 az
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5 minut v zavislosti od typu vyrobcu. Vyuzitie hotstart polymerdzy znizuje tvorbu

nespecifickych produktov za nizkych teplot pocas pripravy mastermixu.

Touchdown PCR - pociato¢né cykly maju vysoku hybridizaén teplotu, ktord sa

postupne v d’alSich cykloch znizuje - vysoka teplota zabrani neSpecifickym vazbam
primerov s templatovou DNA a neskorSia niZsia teplota namnozi uz len $pecifické PCR

produkty.

Nested PCR — obsahuje dva kroky:
1. krok: amplifikuje sa dlh§i DNA fragment pomocou jednej sady primerov;

2. krok: druhd sada primerov amplifikuje Specificky vnutorny (kratsi) DNA
fragment, pricom ako templat je pouzitd vzorka z 1. PCR reakcie - zvySuje sa

Specifickost’ a citlivost’ diagnostickych PCR reakecii

Multiplex PCR - v jednej reakénej zmesi je viac primerovych parov, takze prebieha

amplifikacia viacerych usekov DNA v rovnakom c¢ase - urychl'uje celkovy Cas analyzy a

znizuje celkové pouzité financie.

PCR v redlnom case (Real-time PCR) - po kazdom cykle sa spektrofotometricky

meria mnozstvo DNA v real-time termocykléroch s vyuzitim flurescenénych

interkalacnych farbiciek ako SYBR Green I, Syto 9, Evagreen, LC Green.

RT-PCR - dvojkrokova procedtra na amplifikdciu PCR produktu z izolovanej mRNA;

1. krok: mRNA sa prepiSe reverznou transkriptdzou vyuzitim dNTP do

jednovldknovej komplementarnej DNA (cDNA);

2. krok: nasleduje Standardnd PCR reakcia na amplifikaiciu DNA - detekcia

exprimujucej sa DNA vo vzorkéch.

Alelovo-specificka PCR - pouziju sa primery s odliSnou sekvenciou na 3'-koncoch a

maximalna Specificita PCR reakcie; reakcia neprebehne, ak miesto na templatovej DNA
nie je komplementarne k 3'-koncu primeru (t.j. je mutované) - detekcia konkrétnych

mutécii v pripade genetickych ochoreni.
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Mutagenéza prostrednictvom PCR - na amplifikaciu sa pouzivaju dlhé primery, ktoré

maji cielene mutovany(é¢) nukleotid(y) v strednej cCasti primeru, ktora neovplyvni
hybridizaciu s templatovou DNA, pricom vysledkom je tvorba PCR produktu s
mutovanou sekvenciou DNA (Mullis, 1990).

1.5.2 PCR-RFLP

Je to kombinacia dvoch metéd. Pomocou PCR sa na zaklade genomovej DNA
amplifikuje Specifickd sekvencia ako napr. Gsek génu. Tento fragment DNA sa Stiepi
pozadovanou restrikénou endonukledzou. V pripade bodove; muticie (SNP)
v restrikénom mieste toto miesto zanikd alebo opacne, vznikd nové Stiepne miesto. To
ma za nasledok vznik rézne velkych Stiepnych fragmentov DNA, ktoré s separované
na agarozovom ge¢le (Mullis, 1990). Vizualizacia DNA fragmentov sa uskutocnuje
pomocou interkalacnych latok ako etidium bromid respektive jeho novSich
a bezpec¢nejSich nahrad ako GelRed alebo GoldView. Vyhodou tejto metody je jej
nenaroCnost’ a moznost urcenia miesta mutdcie. Medzi nevyhody patri, Zze
pravdepodobnost’ detekcia mutacie (polymorfizmu) je relativne nizka a zavisi na poctu
pouzitych enzymov. Metoda je vhodné pri vyuzivani na analyzu genetickych chordb
v medicine, na detekciu nddorovych génov, pri mapovani génov apri Studiu
asociaénych vztahov kandidatskych génov k ukazovatelom tuzitkovosti (Sambrook et
al., 1989).

1.5.3 RAPD

Je to polymorfizmus ndhodnej amplifikovanej DNA (Random Amplified
Polymorphic DNA) je jednou z metdd zalozenych na PCR. Pouziva sa to tak, ze do
amplifikacie vstupuje viac primerov o dizke desiatich nukleotidov (dekanukleotid).
Princip metddy je v tom, ze sa niekol'kokrat v celom useku Studovanej DNA stane, ze
primery nasadn®l na protibeznych retazoch DNA v amplifikovatelnom vzdialenosti od
sebe (do cca 4 kb). V tomto chvili je umoznena amplifikacia ¢asti DNA medzi nimi

(Sheffield et. al., 1993).
1.54 AFLP

Metoda AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) kombinuje postupy
RFLP a PCR. Uskuto¢niuje sa v niekol’kych krokoch a je zaloZena na detekcii fragmentu
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DNA ziskanych Stiepenim restrikénych endonukledzami prostrednictvom PCR
amplifikacie. Je to pomerne jednoducha metdda, ktorou je mozné bez znalosti sekvencie

stanovit’ vel'’ké mnozstvo markérov (Rasler et. al.,20006).

1.5.5 Mikrosatelity

Medzi najpouzivanejSie markéry patria nekddujliice extragénové segmenty DNA —
mikrosatelity, ktoré st dostacujuce pre detekciu lokusov ekonomicky vyznamnych
znakov (Cepica, 2002). Su to sekvencie DNA zloZené z mnohokrat sa opakujucich
tisekov o dizke 1 — 6 nukleotidov tvoriacich su¢ast kodujucich aj nekédujucich oblasti
gendmu. Tieto vysoko polymorfné markéry sa vyskytuju vo vSetkych eukaryotickych
gendmoch a v niektorych gendémoch prokaryotov. Pouzitenost mikrosatelitov ako
genetickych markerov je ¢iastocne limitovana ich Specifitou pre urené taxény, ale bolo
preukazané, Ze podobné markery mozu byt niekedy pouzivané pre pribuzné druhy.
Mikrosatelity st dobrym nastrojom pre konStrukcii génovych méap a maju velké
vyuzitie v oblastiach populacnej genetiky a v molekularnej evolucie. Naprieck mnohym
snaham o ziskanie mikrosatelitov, ktoré by boli vhodné na genetické mapovanie,
mikrosatelitova geneticka mapa celého gendému stdle nebola zostavena (Korstanje et.

al.,2003)

1.5.6 Sekvenovanie

Tato metdda sluzi k presnému urceniu nukleotidovych sekvencii akéhokol'vek
izolovaného fragmentu DNA alebo RNA. Je najpresnejsia, ale pritom aj najnarocnejsia,
najdrahSia a najzlozitejSia sposob, pri ktorom sa urcuje presné poradie bazov v urcitom

useku DNA. Pri sekvenovanie boli vyvinuté dva metddy:

- Sangerova metéda — tato metoda vyuziva syntézy kompementarneho retazca

DNA polymerazami in vitro, ukoncené ndhodne v mieste jednotlivych bazov.

- Maxam — Gilbertova metoda — pri tejto metéde dochadza k chemivkému Stiepeniu

DNA na urcitych miestach.

NajcastejSie sa pouziva Sangerova metoda (Dvoiak, Vrtkova, 2001).
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2 CIEDL

Sekvenovanim  mitochondridlnej DNA bola zistena vysoka variabilita v
sekvencii génu kédujuceho cytochrém b, ktory je povaZzovany za vyznamny markér pri

identifikacii zivo¢isnych druhov s vyuzitim DNA analyz .

Praca bola riesena v nasledovnych krokoch:

1. Sumarizacia poznatkov o vyzname mitochondridlnej DNA pri
identifikécie zivocisnych druhov.

2. lIzolacia DNA z krvi piatich druhov zvierat a optimalizacia PCR metody.

3. Druhova identifikacia zvierat pomocou metédy RFLP s vyuzitim

restrikénej endonukledzy Alul.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Biologicky material

Pre overenie identifikdcie zivociSnych druhov pomocou PCR-RFLP analyzy

sme pouzily krv nasledovnych zivo¢isnych druhov:

a. Svina domaca (Sus scrofa domesticus)
b. Kralik domaci (Oryctolagus cuniculus)
c. Fretka domaca (Mustela putorius furo)
d. Norok americky (Mustela vison)

e. Hus domadca (Anser anser)

3.1.1 Biologicka charakteristika vybranych Zivo¢iSnych druhov

Svinia domaca (Sus scrofa domesticus)

Svina domaca sa nazyva v pol'nohospodarstve oSipand, patri do triedy cicavce, do
podtriedy zivorodé, rad parnokopytniky, podrad nepreziivavce, a celad’ sviflovité
(suidae), Rod Sus ma dva polnohospodarsky vyznamné druhy: diva oSipana (Sus
scrofa) a doméca oSipanad (Sus scrofa domestica). Dnesné plemena oSipanych vznikli
zrejme z viacerych foriem divej oSipanej: diva europska oSipana (Sus scrofa ferus L.),
diva azijska pasikovand oSipana (Sus vittatus) a diva stredomorska oSipanad (Sus
mediterraneus). Tieto formy sa od seba liSia hlavne tvarom slznej kosti. Domadca
osipana bola domestikovana asi 4000 rokov pred Kr. v Cine. Chov osipanych sa
pisomne spomina asi 2500 rokov pred Kr. v Asyrii a Babylone v Hamarubisovom
zakonniku. V Eurdpe sa oSipana objavuje v staroveku. Doméca oSipana mala minimalne
tri domestikacné centra. Dve v Eurdpe, jedno v oblasti Baltického mora, druhé v oblasti
Stredozemného mora. Tretie domestikaéné centrum bolo v oblasti vychodnej Axzii.
Osipana je vyznamnym hospodarskym zvieratom v pol'nohospodarstve. Na Slovensku
prevlada spotreba mésa prave bravcové miso. Okrem mésa poskytuje aj kozu

a mastal'ny hnoj (Da Fonesca et al., 2008).
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Hus domaca (Anser anser)

Hydina je sthrnny ndzov viacerych druhov malych pernatych hospodérskych
zvierat, zoologicky patria do triedy vtdkov (Aves), do radu hrabavcov (Galliformes)
patria kury, morky, a do radu zubkozobcov (Anseriformes) kacice a husy. Tieto zvierata
poskytuju hlavne vysokokvalitné hydinové maéso, znaskové hybridy kury domécej
vajcia. Plemena kacic a husi st chované v Specializovanych vykrmniach na produkciu
méisa a pecienky.

Hus doméaca — Hus doméca sa pochddza od viacerych predkov z viacerych
kontinentov — z Eurdpy, Azie, Afriky a z Ameriky). Chova sa hlavne pre produkcia

masa a pecienky, niektorych miestach aj pre peria (Gibson, 2007).

Kralik domaci (Oryctolagus cuniculus)

Kralik domadci je maly bylinozravec zcelade zajacovité (Leporidae), radu

zajacotvaré (Lagomorpha) a triedy cicavce (Mammalia).
Prvy wvyskyt europskych kralikov divych bol povodne v oblastiach Pyrenejského
ostrova. Od staroveku az do stucasnosti §iril prirodzenym spdsobom postupne d’alej po
Eurépe. Rimania priniesli prvé divé kraliky zo Spanielska do Talianska, kde boli
chovani a rozmnozovani takzvanych ,,leporariach®. V strednej Eurdpe sa ziskal chov
a pestovanie domadcich kralikov velky vyznam az v roku 1870.

Kraliky divé Ziji vo vicsich skupindch a preto sa zarad’'uji medzi spolocenské
zvieratd. Zdrzuju sa zvicsa na jednom mieste, kde si buduji rozvetveny systém nor.
Kazdy kralik ma vlastnd noru. Zivot krali¢ej skupinach ma prisnu hierarchick(
Struktaru, vzdjomné vztahy sa riadia komplexnym systémom socidlneho chovania.
Casto ich povazuju za hlodavce, i napriek tomu zo zoologického hladiska k hlodavcom
nepatria. Ddvodom su pravdepodobne ich neustile dorastajuce zuby (Rogel — Galliard
et al., 2009). V sucasnom dobe kraliky sa chovaji ako domace milacikovia, predtym
chov bolo zamerané viac na maisovy uzitkovost. Kralik domaci od kralika divého
rozliSuje s tym, Ze kralik doméci je tazsi a vacsi. Plemend domaceho kralika sa odliSuju

s hmotnost'ou, srstou a tvarom usnic (Belhady, 2004).
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Norok americky (Mustela vison)

Norky st médsozravé cicavce, patriace do rodu lasicovité (Mustelidae). Norok
europsky sa vznikol z norky amerického pri chove, ked ich doniesli do eurdpy a z chovu
utiekli a prispdsobili k prostrediu. Norok americky je vacsi od norky eurdpskeho a da sa
ich rozlisit’ podl'a bieleho fl'aku pod bradou, ¢o méva norok eurdpsky. Vsetky druhy
norky st tmavohnedej farby. Norky boli v minulosti ako hospodérske zvieratd viac
cenné kvoli kozuSine, teraz ich chovaji len na malo miestach a hlavne pre norkovy olej,

¢o vyuzivaju v zdravotnictve a v kozmetike (Gibson, 2007).

Fretka domaca (Mustela putorius furo)

Fretka (Putorius putorius furo) vznikla domestikdciou tchora tmavého (Putorius
putorius), patri medzi Selmy kunovité - lasicovité (rad Selmy, Celad’ kunovité). Fretky
boli este v nedavnej minulosti pouzivané polovnikmi na lov divokych kralikov -
fretkovanie. Fretky chovali najmi na kozu$inu a ako ndhradné matky noriek. V dnesne;j
dobe sa fretky chovaju pre radost’ ako domaci milacikovia, zvlast’ v mestach rastie ich
obl'ibenost’ pre ich nenaro¢nost’. S uvddzané ako tretie najrozsirenejSie domace ziera

hned’ po psovi a macke (Ullrich, 2003).
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3.2

Pristrojové vybavenie

Pri izolacii DNA a PCR-RFLP metdde sme pouzili nasledovné pristroje:

1. centrifuga Z 233 MK-2 (HERMLE),

2. horizontalna elektroforéza MINI-PLUS HU 10 (SCIE-PLAS),
3. zdroj napitia EV 243 (CONSORT),

4. pipety (NICHIRIO),

5. spektrofotometer NanoPhotometer'” (IMPLEN),

vortex (IKA WORKS, INC, MS1),

termocykler MJ Mini" (BIORAD),

UV transiluminator (UVP — M 15),

A S

trepacka MR - 1 (BIOSAN)
10. fotodokumentacna jednotka C 7070 (OLYMPUYS)
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3.3 Pouzité metddy izolacie DNA

3.3.1 Izolacia DNA vysolovacou metédou podl’a Millera et al. (1987)

3.3.1.1 ZloZenie pouzitych roztokov

Roztok na lyzu ¢ervenych Kkrviniek - 5x RBC roztok
ZloZenie:
770 mM NH4Cl 1
46 mM KHCO;
10 mM EDTA pH 8.0

Sterilizované filtraciou.

Lyzaény roztok
ZloZenie:
50 mM Tris-HCI pH 8,0
100 mM EDTA pH 8,0
100 mM NacCl
1% SDS

Roztok na precipitaciu proteinov:
ZloZenie:

10M octan amonny

Roztok na rozpuist'anie DNA:
ZloZenie:

10mM Tris- HCI pH 8,5
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3.3.1.2  Postup izolacie

Tato metoda izolacie DNA sa sklada z lyzy buniek a odstranenia hemoglobinu
zo vzorky, precipiticia DNA, premyvania DNA, suSenia arozpustenia DNA
v evolu¢nom roztoku. 1zolacia bola vykonana z 500 ul celkovej krvi pouzitych druhov.

Ocakavané mnozZstvo je 7-23 ul DNA.

Lyza buniek:
1. 500 pl krvi + 1000 pl RBC sme inkubovali 1 — 3 minuaty pri laboratornej
teplote
2. Centrifugovali sme pri 13 000 g 2 minuty a odstranili supernatant.
3. Vzorky sme vortexovali 10 — 20 sekind, kym sme neziskali homogénny
roztok.

4. Pridali sme 600 pl lyza¢ného roztoku a pipetovanim lyzovali.

Precipiticia (zriaZanie) proteinov:
1. Pridali sme 200 pl roztoku na precipitaciu proteinov a vortexovali.
2. Centrifugovali sme vzorky 13 000 g pri teplote 20 — 25 °C, po dobu 20 miniit,

¢im precipitované proteiny vytvorili na dne pevny tmavohnedy pelet.

Precipitacia DNA:
1. Supernatant s DNA odliali do Cistej skimavky, v ktorej bolo 600 pl
100% izopropanolu a premiesali sme obratenim epedorfky.
2. Vzorky sme centrifugovali 5 mintt pri 13 000 g, DNA bola viditeI'na
ako maly biely pelet.
Odpipetovali sme supernatant a pridali 600 pl 70% etanolu.
4. Po 5 minut centrifugovani pri 13 000 g sme odpipetovali etanol.
5. Vzorky sme vysusili v termostate pri 37 °C po dobu 10 — 15 mint.
Rozpustenie DNA:

Pridali sme 30 pl 10 mM Tris — HCI pH 8,5 a nasledne sme inkubovali po dobu
30 — 60 minut pri 65 °C.
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3.3.2

10.

11.

12.

13.
14.

Izolacia genémovej DNA z krvi pomocou komeréného kitu Nucleospin
Blood (Macherey Nagel)

. pred zaciatkom izolacie sme nastavili vodny termostat na 70 °C a zohriali timivy

roztok BE na 70 °C
do 1,5 ml mikroskiimavky sme pridali 200 pl krvi a 25 pl proteinazy K

. pridali sme 200 pl lyzovacieho tlmivého roztoku B3 a vortexovali 10-20 sektind

inkubovali sme vzorku 10 — 15 minut pri 70 °C avzorka pocas inkubacie
zhnedla

k vzorke sme pridali 210 pl 96 % etanolu a vortexovali sme vzorku

vzorku sme preniesli do separacnej kolonky vlozenej do 2 ml centrifugacnej
sktimavky

centrifugovali sme 1 minttu pri 11 000 g, kolonku sme vybrali a centrifugana
skamavku zahodili

koléonku sme vlozili do novej 2 ml skimavky, pridali 500 pl timivého roztoku
BW

centrifugovali sme 1 minatu pri 11 000 g, vyliali sme prefiltrovanu tekutinu
z centrifugacnej skimavky a do kolonky sme pridali 600 pl tlmivého roztoku B5
centrifugovali sme 1 minutu pri 11000 g avyliali obsah centrifigacnej
sktimavky

centrifugovali sme prazdnu kolonku v centrifugacnej skiimavke 1 minttu
pri 11 000 g

vlozili sme koléonku do 1,5 ml skimavky a pridali sme 100 pl timivého roztoku
BE (predhriateho na 70 °C). Tlmivy roztok sme naliali priamo na silikdtova
membranu

inkubovali sme vzorku 1 minutu pri laboratornej teplote

Centrifugovali sme 1 minutu pri 11 000 g. Kolonku sme odstranili, skimavku

s roztokom DNA sme oznacili a uschovali pri teplote 4 — 8 °C.
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3.4 Overenie pritomnosti DNA

Po skonceni izolacie DNA sme uspeSnost’ izolacie overili spektrofotometricky
s pouzitim pristroja Nanophotomer (Implen). Ziskanu DNA sme uskladnili pri teplote

4 °C. Pre dlhodobejsie uskladnenie sme pouzili teplotu - 20 °C.

3.5 PCR cytochromu B

PCR reakcie boli uskutocnené pouzitim konzervacnych primerov navrhnutych
Kocherom et al. (1989). Polymerdazovii retazovi reakciu sme uskutocnili na

termocykléri MJ Mini ™ Thermal Cycler (Biorad).

Primery:
Na amplifikdciu Specifického useku génu pre cyfochrom B sme pouzili

nasledovné oligonukleotidové primery FOR a REV prevzaté z prace Kochera et al.

(1989).

cytB FOR 26-mer:

5"-CCATCC AAC ATC TCA GCA TGA TGA AA -3’

cytB REV 26-mer:

5’- GCC CCT CAG AAT GAT ATT TGT CCT CA - 3°

Reakcna zmes:

Na amplifikaciu univerzadlneho PCR produktu s velkostou 359 bp, ktory
obsahuje variabilnt oblast’ cytochromu B dlht 307 bp boli priddvané jednotlivé zlozky

mastermixu.
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Tabulka 1: ZloZenie reak¢nej zmesi s objemom 25 pl.

Komponent Konecéna koncentrdcia
1. SterilndAvoda | e
2. 10 x Reaction buffer (NH4),SO4 Ix
3. MgCl, (25 mM) (Fermentas) 1,7 mM
4. ANTP mix (10 mM) (Fermentas) 2 mM
5. Primery cytB (10 pM) (KRD) 3 pmol
6. Taq DNA polymerase (Fermentas) 1U
7. Templat DNA 50 ng/ pl
Tabul’ka 2: Teplotny a ¢asovy rezim PCR reakcie.
Kroky | Cyklus teplota cas
1. »start’ 94 °C 90 s
2. Denaturécia 94 °C 10s
3. Annaeling 55°C 30s
4. Polymerizacia 72 °C 40 s
5. Elongacia 72 °C 10 min
6. Schladenie 4°C uskladnenie

Pocet cyklov: 35 (1 cyklus =2.+ 3.+ 4.)
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3.5.1

Amplifikované PCR produkty boli

FastDigest Alul (Fermentas).

Stiepené

PCR - RFLP cytochrému B restrikénym enzymom Alul

restrikénou endonukleazou

Tabul’ka 3: Zlozenie Stiepiacej zmesi RFLP s objemom 15 pl.

Komponent Vysledna koncentracia | MnoZstvo na 1 vzorku
Sterilna voda (MiliQ) | ~ --------—-- 12 pul
10X FastDigest Buffer Ix 2 ul
FastDigest Alul | = —=—m-m-m-- Il

Postup Stiepenia:

Do pripravene;j Stiepiacej reakénej zmesi sme pridali PCR produkty.
Cyt B (Alul): celkovy objem 25 pl

- Stiepiaca zmes 15 pl

- PCR produkt 10 pl

Tabul’ka 4: Priebeh Stiepenie restrikénym enzymom Alul

Nazov RE miesto Teplota Stiepenia Doba inkubacie

Alul AG|CT 37°C 5 minut

3.5.2 Elektroforéza v agarézovom géli

Elektroforéza je fyzikalno — chemickd metéda na separdciu latok nesucich
elektrické naboje. Sacharidovo-fosfatova kostra nukleovych kyselin je pri¢inou
rovnomerného rozlozenia negativnych nabojov v molekulach DNA a RNA. Pohyb
tychto vysoko elektronegativnych molekul v elektrickom poli vedie kich separacii

podla molekulovej hmotnosti Podla pouzitého gélu rozliSujeme elektroforézu
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agardzovu alebo polyakrylamidova (PAGE). NajcastejSie sa ako elektroforetické

médium pouZziva agardza (Sambrook et al., 1989)

Elektroforéza v agar6zovom gély — pouziva sa to na separaciu a identifikaciu
nukleovych kyselin, na delenie fragmentov DNA s velkostou od 20 do 20 000 bp
s rozliSenim 5 bp, (Specidlne typy agardzy, vicsinou pripadov je rozliSené viac ako 5
bp). Molekuly DNA sa pohybuju v agar6zovom gély od zaporne nabitej katody ku
kladne nabitému pdlu (DNA je zaporne nabitd). Separacia sa uskutociiuje na zaklade ich
velkosti — malé molekuly v DNA sa pohybuju rychlejsie, vel'ké pomalsie (Brody, Kern,
2004).

Agardza je linearny polymér D-galaktéozy a galaktézového derivatu (3,6-
anhydro-L-galaktdzy), ktory sa ziskava purifikdciou agaru (vytazok z ¢ervenych rias).
Pri priprave gélu sa agardza rozpusta v horucich tlmivych roztokoch (napriklad Tris-
boratovy alebo Tris-acetatovy tlmivy roztok), a ak teplota klesne pod 45 °C, vznika
polotuhy gél. Zakladné zariadenie na elektroforézu sa sklada z elektroforetickej komory
a zdroja jednosmerného elektrického prudu. Elektroforeticka komora ma katéodovy a
anddovy priestor s elektrolytom a priestor na umiestenie nosi¢a. Vzorku DNA sa do
gélu nanaSame uz zmieSanu s farbivom. Farbiva pouzivame bud’ brémfenolovii modru,
alebo xyléncyanolovu zelenu. . Vizualizacia fragmentov bola uskuto¢nena pomocou UV
transiluminatora a zdokumentovana fotodokumentac¢nou jednotkou Olympus C 7070.
Pre presné urcenie velkosti fragmentov sme pouzivali DNA markéry (DNA markér 100

— 1000 bp) (Minarovig, 2009).
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4 VYSLEDKY PRACE

4.1 Material

Pre overenie pritomnosti Specifickych fragmentov po RFLP analyze v PCR
produkte sme pouzili krv vybranych zvierat. Pouzitd krv bola odobrata do ACD
roztoku vpomer (1:5). Kvalitu ziskanej DNA sme overili spektrofotometrom

NanoPhotometer™ (Implen).
p

4.2 Izolacia DNA

Jadrovd DNA spolu s mitochondridlnou DNA jednotlivych Zivo¢isnych druhov
bola vyizolovana vysolovacou metddou a pomocou komeréného kitu NucleoSpin Blood
(Macherey Nagel) tak, ako je podrobne popisané v kapitole Material a metody (3.3.1
resp. 3.3.2).

4.3 PCR reakcia

PCR reakcie boli uskutocnené pouzitim konzervacnych primerov navrhnutych
Kocherom et al. (1989) a podrobne popisanymi v kapitole 3.4.4.
Polymerazovi retazovi reakciu sme uskutoénili na termocykléri C1000™

Thermal Cycler (Biorad).

Zlozenie reakcnej zmesi je uvedené¢ v predchadzajicej kapitole Material
a metody (3.4.5). Reakcia prebichala v celkovom objeme 25 pl v termocykleri. PCR
program obsahoval iniciacny denatura¢ny krok pri teplote 94 °C trval 90 sekund. Kazdy
z 35 cyklov pozostaval z denaturacie pri teplote 94 °C pocas 10 sekiind, annealingu
pri teplote 55 °C pocas 30 sekund, polymerizacie pri teplote 72 °C pocas 40 sekund.
Posledny krok polymerizacie — elongécia pri teplote 72 °C trval 10 minuat. Po skonceni

boli vzorky schladené na teplotu 4 °C a uskladnené.

Identifikdcia PCR prouktu bola vykonand pomocou elektroforézy s 2 %
agarozovym gélom s obsahom interkalacného cinidla GelRed (Biotium) v1 x SB
(sodium boratovy pufor) pri 180 V po dobu 15 minat. Vizualizacia fragmentov bola

uskutocnend pomocou UV transilumindtora (obrazok 2).
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Obrizok 3:  Reprezentativne vysledky amplifikacie 359 bp PCR  produktu
cytochromu B na 2 % agar6zovom géle.

1 — Norok americky (Mustela vison) , 2 — Fretka domaca (Mustela putorius furo),
3 — Osipana (Sus scrofa domesticus), 4 — Kralik domaci (Oryctolagus cuninculus),
5 — Hus domdca (Anser anser), N — neutrdlna kontrola PCR reakcie, L — 100 bp ladder

(Fermentas)

Na fotodokumentécia agar6zového gélu (obrazok XY) znazoriiuje 359 bp PCR
produktu cytochromu b. Drahy 1 az 5 reprezentuju naamplifikované PCR produkty
ziskané z mitochodnridlnej DNA jednotlivych zivociSnych druhov. V drahe N bola
nanesend neutrdlna kontrola PCR reakcie, ktora obsahovalo vSetky zakladné zlozke
PCR reakcie okrem DNA. V drahe L bol naneseny kome¢ny DNA ladder od firmy
Fermentas s rozsahom 100 bp — 1000 bp.

4.4 PCR - RFLP

Amplifikované PCR produkty boli Stiepené restrikénou endonukledzou

FastDigest Alul (Fermentas).

Do pripravenej Stiepiacej reakénej zmesi (15 pl) (tabulka 3 kapitola 3.5.1) sme
pridali PCR produkty (10 pl) a inkubovali 5 minut pri teplote 37 °C.
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Identifikacia restrikénych fragmentov bola vykonana pomocou elektroforézy
s 2,5 % agarozovym gélom s obsahom interkalac¢nej farbicky GelRed (Biotium) v

1 x SB tlmiacom roztoku pri 180 V po dobu 20 minut.

Vizualizacia fragmentov bola uskutocnend pomocou UV transiluminatora.
Pre presné urcenie velkosti fragmentov sme pouzivali 50 bp a 100 bp komeréné DNA

markery (Fermentas).

Obrazok 4: Reprezentativne vysledky Stiepenia 359 bp PCR produktu cytochrému B
restrikénou endonukledzou A/ul na 2,5 % agar6zovom géle.

L1 — 50 bp ladder (Fermentas), 1 — Mustela vison, 2 — Mustela putorius furo,
3 — Sus scrofa domesticus, 4 — Oryctolagus cuninculus, L2 — 100 bp ladder (Fermentas),

5 — Anser anser.

Obrazok 4 znazornuje vysledky Stiepenia amplifikovanych PCR produktov
vybranych Zivoc¢isnych druhov. Draha oznacend ,,.L* je ladder (markér) s velkostou
100 bp. V drdhach 1 — 5 s0 vizualizované fragmenty, ktoré wvznikli
po Stiepeni PCR produktu cytochréomu b dlhého 359 bp restrikénym enzymom A/lul.
PCR produkty jednotlivych druhov boli Stiepené na charakteristickych miestach
a vznikli Specifické fragmenty, ktorych velkost nam umoznila jednoznacné rozlisenie
vybranych Zivo¢iSnych druhov. Presné velkosti Stiepnych fragmentov jednotlivych

zivociSnych druhov sumarizuje tabulka 5 a schéma 1.
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Tabul’ka 5: Vzory restrikénych fragmentov PCR-RFLP (4/ul) analyzy 359 bp
fragmentu cytochromu b vybranych zivo¢isnych druhov vygenerované programom

NEBcutter V2.0

Restrikény enzym
Druh
Alul
Norok americky (Mustela vison) 81 bp + 109 bp + 169 bp
Fretka domaca (Mustela putorius furo) 169 bp + 190 bp
Svina domaca (Sus scrofa domesticus) 115 bp + 244 bp
Krali doméaci (Oryctolagus cuninculus) 359 bp
Hus domaéca (Anser anser) 130 bp +229 bp
L100 1 2 3 4 L50 5
[ —
— > 359
[ —
— T e 229
169 FL_ —
109 Ty - ‘ r — > 130

Y Y VY vV

169 190 115 244
Schéma 1: Identické schematické znazornenie Stiepenia 359 bp fragmentu
cytochrému b restrikénym enzymom A/ul podla obrazku 4 s presnym popisom vel'kosti
Stiepnych fragmentov.
L1 — 50 bp ladder (Fermentas), 1 — Mustela vison, 2 — Mustela putorius furo,
3 — Sus scrofa domesticus, 4 — Oryctolagus cuninculus, L2 — 100 bp ladder (Fermentas),

5 — Anser anser.
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Elektroforeticka separacia PCR produktov a restrikénych fragmentov jednotlivych
PCR produktov prebiechala v horizontalnej elektroforéze Mini-Plus HU 10
(SCIE-PLAS). Separacnym medium bola agardza (Invitrogen) a novy sodium-boratovy

elektrolyt SB (Brody a Kern, 2004).
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S DISKUSIA

Izol4cia jadrovej DNA spolu mtDNA bola vykonana zkrvi vybranych
zivoc¢iSnych druhov. Pre izoldciu mtDNA z krvi cicavcov sme pouzili komerény kit
NucleospinBlood (Macherey Nagel). 1zolacia mtDNA z krvnych vzoriek husi domécej
(Anser anser) bola uskutoénena pomocou vysolovacej metody podl'a Millera et al.
(1987). Koncentracia a Cistota izolovanej DNA bola merand spektrofotometricky na
pristroji NanoPhotometer ™ (Implen). Extrakcia DNA pri jednotlivych metodach bola
doprevéadzana ur¢itym mnozstvom proteinov, ktory uréoval Cistotu DNA. Avsak vysoky
pomer mtDNA ku jadrovej DNA , ktory je pri kostrovom svalstve az 2500 : 1 (Sorenson
et al., 1998, Greenwood et al., 1999, Pascoal et al., 2004) nam umoznilo efektivnu
amplifikaciu vybraného tseku mtDNA. Sekvenovanim mtDNA bola detegovana vysoka
variabilita v sekvencii génu kodujiceho cytochrom B, ktory je povazovany za silny
marker pri identifikécii zivo¢iSnych druhov s vyuzitim DNA analyz (Kocher et al.,
1989, Kocher et al., 1991, Sorenson et al., 1998). Prave vysoka variabilita Specifickych
usekov génu pre cytochrom b umoziuje rozliSenie blizko pribuznych Zivocisnych
druhov (Hopwood et al., 1999, Momcilovic et al., 2001, Prado et al., 2002, Pascoal et
al., 2004, Pfeiffer et al., 2004). Samotna velkost’ sekvencie génu pre cytochrom b je
velkd 1140 bp, pricom je tvorend usekmi, ktoré si pocas evolicie zachovali stale
poradie baz asluzia pre navrhnutie konzervaénych primerov a vysoko variabilnymi
usekmi, ktorych poradie baz je druhovo Specifické pricom vytvara vhodné podmienky
pre vyuzitie restrikénych endonukleaz (Kocher et al., 1989, Kocher et al., 1991).

Identifikacia vybranych zivocisSnych druhov bola vykonand pomocou metddy
PCR optimalizovanej podl'a Kochera et al., (1989) a naslednej RFLP analyzy. Vyber
restrikénych endonukledz bol uskutocneny pomocou programu NEBcutter V2.0 (Vincze
et al., 2003), sktorym boli vytvorené vzory restrikénych fragmentov sekvencii
Specifického seku cytochromu b s velkostou 359 bp, ktory sme amplifikovali pri
vybranych druhov zvierat. Doteraz bolo publikovanych niekolko Studii, ktoré vyuzili
rozne velky fragment génu cytochromu B pre determinaciu Zivoc¢iSnych druhov
pomocou metédy PCR-RFLP. Zehner et al., (1998) Stiepil pri identifikacii zivo¢isnych
druhov ovce, oSipanej, hovddzieho dobytka, psa, macky, zajaca, kralika, sliepky
a morky PCR produkt s velkost'ou 981 bp. O nieCo mensi fragment génu cytochromu B
o dizke 703 bp pouzil vo svojej $tudii Chikune et al., (1994). Vyhoda takto velkych

PCR produktov spociva vtom, ze pre identifikaciu druhov je pre nasledujicu RFLP

40



analyzu potrebny len jeden restrikény enzym, avSak nevyhodou je, Ze pri niektorych
druhoch vznikaju velmi malé rozdiely v dizke fragmentov, ktoré je tazko analyzovat
najmé v pripade zmesi vzoriek. Kocher et al., (1991) vo svojej stadii popisal este jednu
nevyhodu velkych fragmentov cytochromu B. Prili§ velké PCR produkty nie su
aplikovateI'né na vac¢sinu zastupcov vtakov, ktorych sekvencia je prilis odlisna. Forrest
et al., (1994) pouzili pre PCR-RFLP metddu fragment velky 307 bp a Kocher et al.,
(1989) fragment s velkostou 359 bp. Rovnako velky fragment o velkosti 359 bp
pouzili vo svojej praci aj Gabor et al., (2009) a Minarovi¢ (2009). Pri identifikacii
vybranych druhov domestikovanych zvierat (hovéddzi dobytok, sviia doméaca, ovca)
a divozijucich druhoch (jelenn hoérny, diviak lesny, zubor eurdpsky) pouzili paletu 5
restrikénych endonukleaz Alul, Fokl, Hinfl, Haelll, Mbol, pomocou ktorych dokazali
jednoznacne oddelit vzorky jelefia hoérneho, zubra eurdpskeho, ovcu domécu
a hovddzieho dobytka od vzoriek diviaka lesného asvine domacej. Uvedené dva
zivoc¢isSne druhy nedokazali identifikovat’ z dovodu vysokej fylogenetickej pribuznosti.
Na rozdiel od nich sme v naSej praci pouzili len jednu restrikéni endonukledzu Alul
a nasledovné zivociSne druhy — norok americky, fretka domaca, svila domaca, kralik
doméci a hus domaca. Sekvencie celého mitochondridlneho genomu kralika domaceho
(NC-001913), alebo casti mtDNA zahriiujucej cytochrém b pre oSipanu (4B015079),
hus (GQ120440), fretky (AB010379) a amerického norka (EF689073) boli prevzaté
z databazi NCBI.

Vysledné Stiepne fragmenty pre jednotlivé ZivociSne druhy ziskané
prostrednictvom restrikénej endonukledzy A/ul su popisané v tabulke 5. Pomocou
fotodokumetacie Stiepenie naamplifikovaného fragmentu génu pre cytochrém b
(obrazok 4) sme overili velkosti Stiepnych fragmenov (schéma 1), ktoré vygeneroval
program NEBcutter V2.0 (Vincze et al., 2003) so sekvencii cytochrému b pre vybrané
zivo¢isne druhy (priloha). Pouzitie len jedného restrikéného enzymu ndm vyrazne
urychlilo identifikdciu vybranych zivoé¢isnych druhov a pricom sa potvrdila rychlost’

a jednoduchost’ identifikacie rozdielnych zivocisnych druhov metodou PCR-RFLP.
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6 ZAVER

V stlade so stanovenymi cielmi diplomovej praci sme izolovali mtDNA
z krvnych vzoriek piatich zivo¢iSnych druhov — norok americky (Mustela vison), fretka
domaca (Mustela putorius vison), sviia domaca (Sus scrofa domesticus), kralik domaci
(Oryctolagus cuninculus), hus domaca (Anser anser). Samotnu identifikaciu vybranych
zivociSnych druhov sme vykonali metodou PCR-RFLP. Pre idetifikdciu vybranych
druhov sme zvolili restrikéni endonukledzu Alul, ktord Stiepila naamplifikovany
fragment génu pre cytochrom b o velkosti 359 bp. Na zaklade Specifickych velkosti
Stiepnych fragmentov sme dokdazali prostrednictvom elektroforetickej separacie na
agar6zovom géle jednoznacne identifikovat’ vybrané Zivoc¢isne druhy (Mustela vison —
81 bp, 109 bp, 169 bp, Mustela putorius vison — 169 bp, 190 bp, Sus scrofa domesticus
— 115 bp, 244 bp, Oryctolagus cuninculus — 359 bp, Anser anser — 130 bp, 229 bp).
Nase vysledky rychlej ajednoduchej identifikacie vybranych zivoc¢isnych druhov
s vyuzitim jednej restrikénej endonukldzy A/ul potvrdili t€¢innost’” PCR-RFLP analyzy

mtDNA pri identifikacii zivoc¢iSnych druhov.
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Sekvencie mitochodrialnej DNA vybranych Zivo¢iSnych druhov
pre analyzu cytochromu b

Sus scrofa domesticus

LOCUS

DEFI NI TI ON
cytochrone b,

conpl ete cds,

AB015079
Sus scrofa

1140 bp
donesti cus

DNA i near
m t ochondri al

MAM 06- MAR- 2001
cytb gene for

i solate: Large Wiite 1

ACCESSI ON  AB015079

VERSI ON AB015079.1 d:3241889

KEYWORDS cytochrone b.

SOURCE ni t ochondrion Sus scrofa (piag)

ORGANI SM Sus scrofa

Eukar yot a; Met azoa; Chor dat a; Cr ani at a; Vert ebr at a;
Eut el eost omi ; Mammal i a; Eut heri a; Laur asi at heri a; Cetarti odactyl a;

Sui na; Sui dae; Sus.
REFERENCE 1

AUTHORS  Watanobe, T., Okunura, N., Ishiguro, N, Nakano, M, Matsui, A ,
Sahara, M and Komatsu, M
TI TLE Cenetic relationship and distribution of the Japanese wld
boar
(Sus scrofa | euconystax) and Ryukyu wild boar (Sus scrofa

ri uki uanus) anal ysed by mnitochondri al

Ciasto¢na sekvencia:

61
121
181
241
301
361
421

ct cccagecc
ctaatcttgc
acagctttct
tacctacatg
ggcct at act
tttaccgtta
t gaggagct a

Primery:
Forward: 5" - CCA TCC AAC ATC TCA GCA TGA TGA AA -3
Reverse: 5'- GCC CCT CAG AAT GAT ATT TGT CCT CA -3

cct caaacat
aaat cct aac
cat cagttac
caaacggagc
acggatccta
t agcaacagc
cagt cat cac

ctcatcatga
aggcctgttc
acacat ct gt
atccatgttc
tatattccta
cttcat aggc
aaat ct acta

DNA.

t gaaacttcg
ttagcaat ac
cgagat gt aa
tttatttgec
gaaacat gaa
tacgtcctgc
t cagct at cc

Zdroj: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/3241889

gttccctcett
attacacatc
attacggatg
tattcatcca
acat t ggagt
cct gaggaca
cttatatcgg

aggcat ct gc
agacacaaca
agttattcgc
cgt aggccga
agtcctacta
aatatcattc
aacagacctc
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Anser anser

LOCUS GQL20440 1143 bp DNA I i near VRT 20- JUN- 2009
DEFINITION Anser anser breed White Roman cytochronme b (cytb) gene,
conmpl ete
cds; mitochondrial.
ACCESSI ON Q120440
VERSI ON GQL20440.1 d:239919017
KEYWORDS
SOURCE m t ochondri on Anser anser (donmestic goose)

ORGANI SM  Anser anser

Eukar yot a; Met azoa; Chor dat a; Cr ani at a; Vert ebr at a;

Eut el eost oni ;

Archosauri a; Di nosauri a; Sauri schi a; Ther opoda,;

Coel urosauri a;

Aves; Neognat hae; Anserifornes; Anatidae; Anser
REFERENCE 1 (bases 1 to 1143)
AUTHORS Wang,C. M, Kao,J.Y. and Hu, C L.
TI TLE cytb gene frompurified nt DNA of Wiite Roman goose
JOURNAL Unpubl i shed
REFERENCE 2 (bases 1 to 1143)
AUTHORS Wang,C. M, Kao,J.Y. and Hu, C L.
TI TLE Di rect Subni ssion
JOURNAL Submitted (06-MAY-2009) Changhua Aninmal Propagation
Station,
COA- LRI, 80 Tou-Lung Rd., Peitou, Changhwa, Taiwan, R O C

Ciasto¢na sekvencia:

61
121
181
241
301
361
421

aacaat gcat
tccctcctgg
tacacat ccg
tacggct gaa
tat at gcacg
att ggagt aa
t gaggacaaa

Primery:

t cat cgacct
gaat ct gcct
aCaCaacCaacC
tcatccgata
t aggacgagg
tccttctget
tatcattctg

t ccagcccca
aat cct acaa
agcattctcc
cat acacgca
cttatattac
cacagt aat a
aggagcaaca

t caaacattt
at cct cacag
tctgttaccc
aacggagctt
gggtcttaca
gccacagcat
gt cat cacca

catcatgat g
gcctattcct
at atct gccg
caatggtttt
cttttctaga
tt at aggat a
acctcttatc

aaat ttcggt
agcaat acac
agacgt gaac
tatctgctta
aacat gaaat
cgtcctacca
agcaat ccca

Forward: 5 - CCA TCC AAC ATC TCA GCA TGA TGA AA -3
Reverse: 5'- GCC CCT CAG AAT GAT ATTTGT CCT CA -3

Zdroj: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/19919697
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Mustela vison (Neovison vison)

LOCUS EF689073 1140 bp

DEFI NI TION  Neovi son vi son
conpl et e cds;

DNA i near MAM 29- APR- 2008

i sol ate 02-0015 cytochrome b (cytb) gene,
ni t ochondri al .

ACCESSI ON  EF689073

VERSI ON EF689073.1 d:156752031
KEYWORDS

SOURCE m t ochondri on Neovi son vi son

ORGANI SM Neovi son Vi son

Eukar yot a; Met azoa;
Eut el eost omi ;

Manmal i a; Eut heria; Laurasiatheria; Carnivora; Caniform a;

Chor dat a; Cr ani at a; Vert ebr at a;

Must el i dae; Mustelinae; Neovi son.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1140)
AUTHORS Fer nandes, C. A, G nja,C, Pereira,l., Tenreiro, R,
Bruford, M W and
Sant os Reis, M
TI TLE Speci es-specific m t ochondri al DNA mar ker s for
identification of non-invasive sanples from synpatric
carnivores in the Iberian Peninsula
JOURNAL Conserv. Cenet. 9 (3), 681-690 (2008)
REFERENCE 2 (bases 1 to 1140)
AUTHORS  Fernandes, C. A R
TI TLE Di rect Subm ssion
JOURNAL Submitted (20-JUN-2007) Departnent of Aninmal Biol ogy,
CBA- Uni versity of Lisbon, Canpo Gande C2, 3rd Floor,
Li sbon
1749- 016, Portugal
Ciasto¢na sekvencia:
61 cttccagctc catcaaacat ttcatcatga tgaaacttcg gttccctcct gggagtctge

121
181
241
301
361
421

ttaatcctac
acagcatt ct
t acat acacg
ggcctat att
cttacggtaa
t gaggagcaa

Primery:
Forward: 5" - CCA TCC AAC ATC TCA GCA TGA TGA AA -3
Reverse: 5'- GCC CCT CAG AAT GAT ATT TGT CCT CA -3

aaat cct cac
cctccgt cac
ct aacggagc
atgggtctta
t agct acagc
cagtcattac

aggcctattc
tcatat ct gc
ttcaatgttt
cacttttcta
att cat agga
caacctccta

ct agcaat gc
cgagacgt aa
ttcatctgct
gaaacat gaa
tacgtgttac
t cagcaat cc

Zdroj: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/2464950

act acacatc
actacggct g
t at at at gca
acat t ggagt
cat gaggaca
cat acat cgg

cgacacaaca
aattatccga
cgt aggacga
aattctccta
aatatcattt
cacaaatcta
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Mustela putorius vison

LOCUS AB010379 593 bp DNA I i near MAM 08- APR- 2000
DEFINI TION Mustela putorius furo mitochondrial DNA
i sol ate: MPU- 1.
ACCESSI ON  AB010379
VERSI ON AB010379.1 d:3550978
KEYWORDS
SOURCE m t ochondrion Miustela putorius furo (donestic ferret)
ORGANI SM Mustel a putorius furo
Eukar yot a; Met azoa; Chor dat a; Cr ani at a; Vert ebr at a;
Eut el eost omi ; Manmel i a; Eut heri a; Laur asi at heri a;
Carnivora; Caniforma;, Mistelidae; Mistelinae; Mistela.
REFERENCE 1
AUTHORS  Kurose, N., Msuda, R and Yoshida, M C
TI TLE Phyl ogeographic variation in tw nustelines, the |east
weasel Mistela nivalis and the ermine M erminea of Japan,
based on mitochondrial DNA control region sequences
JOURNAL  Zool. Sci. 16, 971-977 (1999)
REFERENCE 2 (bases 1 to 593)
AUTHORS  Masuda, R
TI TLE Di rect Subni ssion
JOURNAL  Subnitted (12- JAN-1998) Ryui chi Masuda, Hokkai do
Uni versity, Chronpsone Research Unit, Faculty of Science;

North 10, West 8, Kita-ku, Sapporo,
(E-mai | : masudar y@es. hokudai . ac. j p,
Fax: 81-11- 736- 6304)

Hokkai do 060- 0810, Japan
Tel : 81-11- 706- 3541,

Ciasto¢na sekvencia:

61

cat caaat at

121
181
241
301
361
421

ct cccagecc
ctaatcctac
acagcattct
t at at acacg
ggcct gt act
tttacagtta
t gaggagcaa

Primery:
Forward: 5" - CCA TCC AAC ATC TCA GCA TGA TGA AA -3
Reverse: 5'- GCC CCT CAG AAT GAT ATT TGT CCT CA -3

aaat cct cac
cctctgtcac
caaacggggc
acggat cat a
t agccacagc
cagt cat cac

ttcatcctga tgaaatttcg
aggcctattc ctagcgatac
ccat atctgt cgagatgtca
atcaatattt ttcatctgtc
tacttttcta gagacgtgaa
attcgtagga tatgtcctac
caaccttctc tcagcaattc

Zdroj: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1881395

gctcatt act
actatacatc
attatggctg
tattcataca
acat cggagt
cat gaggaca
cat at att gg

aggagt ct gc
t gat acaat a
aattattcga
t gt agggcga
agttcttcta
aatatcattc
gacaaacct a

52



Oryctolagus cuninculus

LOCUS NC_001913 17245 bp DNA circular MAM 01- FEB- 2010
DEFI NI TION Oryctol agus cuni cul us nitochondrion, conplete genone.
ACCESSI ON  NC_ 001913
VERSI ON NC _001913.1 d:5835526
DBLI NK Project: 11845
KEYWORDS
SOURCE m t ochondri on Oryctol agus cuni cul us (rabbit)
ORGANI SM  Oryct ol agus cuni cul us
Eukar yot a; Met azoa; Chor dat a; Crani at a; Ver t ebr at a;
Eut el eostom ; Mammal i a; Eutheria; Euarchontoglires; dires;
Lagonor pha; Lepori dae; O yctol agus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 17245)
AUTHORS G ssi,C, @illberg, A and Arnason, U.
TI TLE The conplete nitochondrial DNA sequence of the rabbit,
O yct ol agus cuni cul us
JOURNAL Genomics 50 (2), 161-169 (1998)
PUBMED 9653643
REFERENCE 2 (bases 1 to 17245)
CONSRTM  NCBI Genone Proj ect
TI TLE Di rect Subm ssion
JOURNAL Submitted (08-SEP-1999) National Center for Biotechnol ogy
Information, NIH, Bethesda, MD 20894, USA
REFERENCE 3 (bases 1 to 17245)
AUTHORS @ ssi, C
TI TLE Di rect Subni ssion
JOURNAL Submitted (17-SEP-1997) Gssi C., Dept. of Cenetics,

Di vision of Evolutionary Systematics, University of

Sol vegat an 29, Lund, 223 62, SWEDEN

Ciasto¢na sekvencia:

14221
14281
14341
14401
14461
14521
14581

cccagctccat caaat atttcat cat gat gaaactttggctctctcctaggcatttgcett
aattttacagattctaacaggcctattcctagcaat acact at acacct gacacaacaac
agcattctcctctgtaacccacatttgccgagacgt aaact at ggct gaatt at ccgata
t at acacgcaaacggggcat caatattttttatctgcctatttat gcat gt aggacgagg
cct at act at ggat cat at acctt cct agaaacat gaaacat cggagt aat cctcctatt
t gcgacaat agccacagcatt cat aggctatgttttaccat gaggacaaatatcattctg
aggagcaacagttattaccaacctcctttcagcaattccatat attggcacaaacct agt

Primery:
Forward: 5" - CCA TCC AAC ATC TCA GCA TGA TGA AA -3
Reverse: 5'- GCC CCT CAG AAT GAT ATT TGT CCT CA - 37

Zdroj: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/3445513
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