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SAZETAK

Pri istrazivanju biologije kitova cesto se nailazi na probleme prilikom prikupljanja
informacija. Promatranjem jedinke u prirodi je iznimno teSko odrediti njezin spol jer vecina
vrsta kitova nema izrazen spolni dimorfizam. Ponekad ¢ak ni na mrtvoj jedinki odredivanje
spola nije moguce zbog raspadanja tkiva. Ovim istrazivanjem pokusalo se uvesti pouzdanu,
brzu i jednostavnu molekularnu metodu kojom bi se odredivao spol kitova na uzorcima tkiva
uzetih s leSina, kao i na biopsatima koze. Ukupna DNA je izolirana iz tkiva 48 leSina razli¢itih
stupnjeva raspadanja: 29 dobrih dupina (Tursiops truncatus), 9 plavobijelih dupina (Stenella
coeruleoalba), 6 glavatih dupina (Grampus griseus), 2 krupnozuba dupina (Ziphius
cavirostris) i 2 velika sjeverna kita (Balaenoptera physalus). Jedan uzorak je bio biopsat koze
zive jedinke dobrog dupina. Lancanom reakcijom polimerazom uz cetiri oligonukleotidne
pocetnice je umnozen dio gena sry na Y kromosomu uz umnozavanje kontrolne regije, gena
ZFX/ZFY, na X 1Y kromosomima. UmnoZeni fragmenti, razli¢ite duljine i specifi¢ni za spol,
su razdvajani na 1% agaroznom gelu. Uspjesno je odreden spol 37 jedinki. Metoda se
pokazala pouzdanom i primjenjivom na potpuno svjezim i relativno dobro o¢uvanim tkivima,
ali nije pogodna u slucajevima vrlo raspadnutog tkiva.
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ABSTRACT

Investigations of cetacean biology often encounter problems in obtaining information.
Determining the gender of living cetaceans is very difficult since in most species sexually
dimorphic characters are poorly marked. Sometimes it is not even possible to morphologically
determine sex of a dead animal due to its advanced state of decomposition. The purpose of
this study was to introduce a reliable, fast and simple method for molecular sexing of
cetaceans that could be used on tissue samples from carcasses, as well as on skin biopsies
from living animals. Total DNA was extracted from tissues of 48 cetacean carcasses; 29
bottlenose dolphins (Tursiops truncatus), 9 striped dolphins (Stenella coeruleoalba), 6 Risso's
dolphins (Grampus griseus), 2 Cuvier's beaked whales (Ziphius cavirostris) and 2 fin whales
(Balaenoptera physalus). One sample was a skin biopsie from a living bottlenose dolphin.
The introduced method uses polymerase chain reaction (PCR) and four oligonucleotide
primers to simultaneously amplify a part of the sry gene located on the Y chromosome and
regions of ZFX/ZFY, gene located on Y and X chromosomes, respectively. Amplification
products differed in length and therefore gave distinct, sex-specific bands on 1% agarose gel
after electrophoresis. The sex of 37 cetacean specimens was successfully determined. Method
was shown to be reliable and efficient when applied on fresh or relatively well preserved
samples, but failed in cases of strongly decomposed tissues.
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1.1. Spolna diferencijacija u sisavaca

Spol jedinke je kod vecine kraljeZnjaka i beskraljeznjaka odreden kromosomskim ustrojem
same jedinke. No kod nekih vrsta glavnu ulogu u spolnoj diferencijaciji imaju vanjski faktori,
kao §to su temperatura okolisa i vanjska primjena steroida. Takav slu¢aj nalazimo kod nekih
vrsta riba, vodozemaca i gmazova. Te vrste su stoga osjetljive i na razne otpadne tvari, poput
kadmija i raznih fenolnih derivata, koje mogu znacajno utjecati na spolnu determinaciju i
diferencijaciju jedinke u razvoju (Uguz i sur., 2003). Nedavna istrazivanja su takoder
pokazala da ptice mozda mogu utjecati na spol svojih potomaka iako mehanizmi tog procesa
jos nisu poznati (Pike i Petrie, 2003).

Uloga kromosoma u spolnoj diferencijaciji je otkrivena na kukcima (McClung, 1902; Wilson,
1905; Morgan, 1910). U vinske musSice (Drosophila melanogaster) spol je odreden brojem X
kromosoma, bez obzira na prisutnost Y kromosoma. Tako ¢e se Zenka razviti iz embrija s dva
X kromosoma (XX ili XXY), a muzjak iz embrija s jednim X kromosomom (XY ili XO0)
(Bridges, 1914).

Kod kraljeznjaka postoje dva gonosomalna sustava: XX/XY i ZZ/ZW. Kod sisavaca se javlja
XX/XY sustav u kojem heteromorfni par kromosoma (XY) imaju muZzjaci, a homomorfni par
(XX) Zenke, dok se kod ptica javlja ZZ/ZW sustav u kojem Zenke imaju heteromorfni par
(ZW), a muZzjaci homomorfni (ZZ). Gmazovi, vodozemci i ribe mogu imati bilo koji od ta dva
sustava ovisno o vrsti.

Spolna diferencijacija u sisavaca je uredeni proces koji se sastoji od nekoliko koraka:
odredivanja genetskog ili kromosomskog spola, zatim gonadalnog ili primarnog spola i na
kraju fenotipskog ili somatskog spola. Cijeli proces zapocCinje oplodnjom kojom je odreden
genetski spol, Zenski, ako se jajna stanica spojila sa spermijem koji nosi X kromosom, ili
muski, ako se spojila sa spermijem koji nosi Y kromosom. Gonadalni spol je u sisavaca
programiran da se razvije u Zenski spolni sustav, ali u prisutnosti Y kromosoma razvit ¢e se
muski spolni sustav. Nakon razvoja gonada slijedi fenotipska spolna diferencijacija koja traje

sve do puberteta (Nagai, 1992).
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1.1.1. Grada i uloga Y kromosoma

Kromosom Y je najmanji kromosom ljudskog genoma. Dug je oko 60 Mb i ¢ini 2%
haploidnog genoma. Sastoji se od pseudoautosomalnog podrucja koje je podijeljeno na dva
dijela (PAR1 i PAR2) i eukromatinskog i heterokromatinskog podrucja.

PARI se nalazi u terminalnoj regiji kraceg kraka (Yp), a PAR2 na vrhu dugog kraka (Yq).
Ta podrucja su homologna dijelovima X kromosoma i odgovorna za to¢no sparivanje X 1Y
kromosoma tijekom mejoze u muskim spolnim stanicama, a geni koji se nalaze u tom
podrucju se nasljeduju na isti nacin kao i autosomalni geni. Eukromatinsko podrucje zauzima
cijeli krac¢i krak, centromeru i proksimalni dio dugog kraka, dok heterokromatinsko podrucje
zauzima distalni dio dugog kraka. To podru¢je je polimorfno u duljini kod razlicitih
populacija muzjaka (Quintana-Murci i Fellous, 2001) i smatra se da je geneticki inertno, iako
je kod vinske musSice u tom podrucju otkriveno vise gena (Carvalho i sur., 2000).

PAR ¢ini svega 5% Y kromosoma, dok ostalih 95% ¢ini nerekombinirajuéa regija (NRY, eng.
non-recombining region of Y). Jednu tre¢inu eukromatina te regije ¢ine visokoponavljajuce
sekvence (Tilford i sur., 2001). Vise od 20 aktivnih gena ili skupina gena otkivenih u NRY se
moze podijeliti u dvije skupine. Prva skupina su geni koji imaju ekspresiju u mnogim tkivima
i njihovi homolozi na X kromosomu nisu podlozni inaktivaciji X kromosoma kod Zenki. U
drugu skupina ulaze geni koji imaju testis-specificnu funkciju, gotovo su svi prisutni u
viSestrukim kopijama i nemaju homologe na X kromosomu (Bachtrog i Charlesworth, 2001)
(Slika 1.1).

Na Y kromosomu u podruc¢ju eukromatinske regije kratkog kraka se kod ljudi nalazi faktor
koji odreduje sjemenike (TDF, eng. testis-determining factor). TDF je odgovoran za razvoj
testisa iz indiferentne embrionalne gonade. Ako nema TDF-a razvit ¢e se jajnici. Gen za koji

se danas smatra da je TDF je sry.
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Slika 1.1. Shematski prikaz ljudskog kromosoma Y. Prikazani su polozaji gena u

nekodirajucoj regiji (NRY). Heterokromatinsko podrucje je oznaceno sivom bojom. (preuzeto
od Bachtrog i Charlesworth, 2001)
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1.2. Gen sry

Gen sry (eng. sex-determining region Y) se nalazi na krac¢em kraku kromosoma Y, u blizini
pseudoautosomalne regije (Sinclair i sur.,1990). Visoko je konzerviran i nalazimo ga kod
velikog broja sisavaca. Homologe gena sry nalazimo i kod ostalih kraljeznjaka ali Cini se da
kod njih nema specificnu ulogu u razvoju testisa (Sinclair, 1998). Sry nema introna, osim kod
jedne vrste tobolCara (O’Neill i sur., 1998), a sastavljen je od tri domene razliCitih funkcija i
svojstava. Gen ima dva promotora i dva otvorena okvira ¢itanja (ORF, eng. open reading
frame) od kojih onaj duzi kodira slijed od 204 aminokiseline. Unutar te regije je otkriven
motiv koji je homologan proteinu Mc koji ima ulogu u odredivanju tipa parenja kod
Schizosaccharomyces pombe i konzerviranom DNA-vezu¢em motivu prisutnom u jezgrinim
nehistonskim proteinima HMG (eng. high mobility group) (Sinclair i sur., 1990). Ta regija
gena sry je nazvana HMG kutija (eng. HMG box) i konzervirana je kod vecine vrsta (Slika
1.2), dok su podrucja N-terminalno i C-terminalno od te domene vrlo razli¢ita cak i kod blisko

srodnih vrsta (Hacker i sur., 1995).

10 20 30 40 50 60

\ | | ! | |
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\ |
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Slika 1.2. Proteinska sekvenca ljudskog gena sry. Slijed od 60 do 128 aminokiseline oznacen
zelenom bojom je HMG kutija. Sekvenca dobivena iz National Center for Biotechnology

Information (NCBI).

HMG kutije su DNA vezu¢i proteini koje nalazimo u proteinima kromatina, transkripcijskim
faktorima jezgrinih i mitohondrijskih RNA polimeraza i genski i tkivno specifi¢nih

transkripcijskih regulatora. HMG kutija gena sry se veze za DNA koja sadrzi specificnu
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sekvencu AACAAAG 1 savija je pod kutem od 90° (Slika 1.3). To ima viSestruku funkciju,
kao $to je smatanje DNA u kromatin ili savijanje segmenata DNA s vezanim transkripcijskim
faktorima u produktivne komplekse (Ferrari i sur., 1992). Za sry se smatra da je glavni gen u
kaskadi determinacije testisa te vjerojatno savijanjem DNA utjeCe na transkripciju ciljnih

gena u kaskadi.

Slika 1.3. Interakcija sry i DNA. Sry (zeleno) se veze za DNA

(ruziCasto) i savija je. (preuzeto iz NCBI)

Sry se eksprimira u urogenitalnom grebenu to¢no prije pocetka formacije testisa (Gubbay i
sur., 1990). Nalazimo ga i u odraslim testisima, a kod ¢ovjeka (Clepet i sur., 1993) i tobolcara

(Harry i sur., 1995) i u raznim drugim tkivima.

1.3. Kitovi (Cetacea)

Kitovi su sisavci koji su u potpunosti vodene zivotinje. Cijeli svoj Zivot provode u moru.
Razvili su se iz kopnenih sisavaca koji su se prije oko 50 milijuna godina vratili u more. Iako
oblikom tijela podsjec¢aju na ribe, kitovi diSu atmosferski zrak kojim se opskrbljuju prilikom
izrona iz vode, a repna peraja koja je kod riba postavljena vertikalno kod kitova je
horizontalno. To su toplokrvne zivotinje koje radaju zive mlade koji se hrane majc¢inim
mlijekom, a kod mladih zivotinja se mogu naci ostaci dlaka u kozi. Kitovi su jako dobri
plivaci, a neke vrste mogu dugo roniti na velikim dubinama. Za neke kitove se smatra da su
najinteligentnije Zivotinje osim primata.

Taksonomski kitovi se dijele na tri podreda: Mysticeti (kitovi usani), Odontoceti (kitovi
zubani) i1 izumrli Archaeoceti (prakitovi) za koje se smatra da su preci prva dva podreda.

Podred Mysticeti ¢ine vrlo veliki kitovi, svi duzi od sedam metara. Umjesto zubiju imaju u
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ustima velike roznate ploce (usi) koje im sluze kao filter tijekom hranjenja. Hrane se
uglavnom planktonom 1 sitnim organizmima. Gotovo svi pripadnici ovog podreda imaju
sezonske migracije i ¢eSce ih nalazimo na Antarktici i u arktickim podruc¢jima. U ovu skupinu
pripada i najveca zivotinja na svijetu, plavetni kit, koji moze dose¢i duzinu od 33,5 metara i
masu od 160 tona.

Podred Odontoceti ¢ine uglavnom manje i srednje velike Zivotinje. U usnoj Supljini imaju
zube ili bar njihove rudimente kojima hvataju plijen. Hrane se uglavnom ribama i mekusScima.
Drustveniji su od kitova usana. Neke vrste Zive u rijekama.

U Jadranskom moru je prije Drugog svjetskog rata prevladavao obi¢ni dupin (Delphinus
delphis). Medutim danas tu Zivi jo§ samo dobri dupin (Tursiops truncatus), a prema
procjenama u Hrvatskoj je nastanjeno oko 220 jedinki (Gomerc¢i¢ i sur., 1998; Gomer¢i¢ i
sur., 2002). Ostale vrste kitova u Jadranskom moru borave samo povremeno, npr. plavobijeli
dupin (Stenella coeruleoalba), glavati dupin (Grampus griseus), krupnozubi dupin (Ziphius

cavirostris) 1 veliki sjeverni kit (Balaenoptera physalus).

1.4. Metode odredivanja spola

Razvoj molekularnih tehnika je u posljednjih nekoliko godina otvorio nove mogucénosti u
podrucju populacijske i konzervacijske biologije, kao i evolucije. Pomocu njih smo dobili
bolji uvid u dinamiku populacija, naro€ito onih vrsta koje je teSko promatrati i pratiti u prirodi
(Haig, 1998). Molekularnom analizom je moguce dobiti podatke o jedinki iz minimalne
koli¢ine tkiva. Uzorak tkiva zive jedinke se moZe dobiti invazivnim i1 neinvazivnim
metodama. Invazivne metode, kao $to je uzimanje biopsata koze, nam pruzaju bolju vezu
izmedu uzorka i jedinke, ali iako se ¢ini da sam postupak nema negativnog ucinka na jedinke
tesko je predvidjeti koji je stvarni popratni uc¢inak. Neinvazivne metode su manje precizne, ali
im je prednost veci broj uzoraka koji se dobijaju sakupljanjem odbacene koze (Valsecchi i
sur., 1998), izmeta (Kohn i Wayne, 1997; Parsons, 2001), dlaka i krvavih mrlja (Gilson i sur.,
1998).

Molekularno odredivanje spola je vazno za mnoga podrucja: populacijsku i konzervacijsku
biologiju, molekularnu ekologiju, forenziku, arheologiju. Spol nije uvijek moguce odrediti
vanjskim pregledom, pogotovo kod vrsta koje nemaju naglasen spolni dimorfizam ili imaju
unutarnje gonade. Taj problem se javlja 1 kod odredivanja spola leSina jer im spolne

karakteristike mogu unistiti zivotinje mesojedi ili bakterijsko raspadanje.
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Kod vrsta kod kojih je spol tocno genetski utvrden za njegovo odredivanje se koriste
molekularni biljezi na DNA. Postoji nekoliko genetickih metoda, kao §to su kariotipiziranje
stanicnih kultura i Southern blotting, ali danas se najviSe koristi odredivanje spola lancanom
reakcijom polimerazom (eng. polymerase chain reaction, PCR). Osnova te metode je
odredivanje postojanja ili nepostojanja odredenih gena na spolnim kromosomima. PCR
reakcija je vrlo osjetljiva te s toga prikladna za odredivanje spola iz minimalnih koli¢ina
genskog materijala.

Postoje dva pristupa odredivanju spola PCR reakcijom: umnazanjem homolognih fragmenata
na X i Y kromosomu i umnozavanjem fragmenata specificnih samo za Y kromosom. Kod
umnazanja homologa na X i Y kromosomu koriste se geni za amelogenin kod kojih je bitan
polimorfizam veli¢ine fragmenata (Nakahori i sur., 1991) 1 ZFX/ZFY (eng. zinc finger) geni
kod kojih je bitno jedinstveno restrikcijsko mjesto (Aasen i Medrano 1990). Iz uzoraka
dobivenih neinvazivnim putem (Bradley i sur., 2001), kao i kod degradirane DNA (Bérubé i
Palsboll, 1996) je Cesto tesko dobiti umnazanje ZFX/ZFY fragmenata zbog njihove duzine,
dok se umnazanjem kraceg dijela fragmenta moze izgubiti jedinstveno restrikcijsko mjesto
(Bérubé i Palsbell, 1996).

Kod drugog pristupa se umnaza sry gen koji je specifiCan za Y kromosom pa na
elektroforetskom gelu samo muZzjaci daju pozitivne rezultate (Gilson i sur., 1998). Negativni
rezultat ne mora nuzno znaciti zenku ve¢ moze nastati zbog probema s PCR reakcijom ili
pocetnicama. Iz tog razloga se koristi paralelno umnozavanje kontrolnih regija na DNA, a to
su najcesc¢e ZFX/ZFY geni (Gilson i sur., 1998), geni za amelogenin (Hasegawa i sur., 2000;
Phua i sur., 2003), mikrosatelitni lokusi (Takahashi i sur., 1998; Abe i1 sur.,, 2001) ili
mitohondrijska DNA (Palsbell i sur., 1992). Pri ovakvoj koamplifikaciji se mogu javiti
problemi s osjetljivos¢u i uskladivanjem optimalnih uvjeta za razliCite setove pocetnica

(Fernando i Melnick, 2001).

1.4.1. Odredivanje spola kod kitova

U vedini sluCajeva kitovi nemaju dimorfnih karakteristika po kojima bi mogli razlikovati
muzjaka od zenke kod zivih jedinki koje se slobodno kre¢u u divljini. lako je
fotoidentifikacija korisna za raspoznavanje jedinki, njome je iznimno tesko odrediti i spol
same jedinke (Slika 1.4). Morfoloski spol mozemo odrediti na mrtvim jedinkama, ali ponekad

je truplo toliko raspadnuto, ili su pronadeni samo njegovi dijelovi, da je morfoloska
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identifikacija nemoguca. 1z ovih razloga je molekularno odredivanje spola kod kitova vrlo

vazno.
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Slika 1.4. Genitalno podruc¢je kod dobrog dupina (Tursiops truncatus). a) shematski prikaz
(preuzeto od Jefferson i sur., 1993). b) muijak (leéina) C) zenka (1e§ina) (fotografije ustupila Martina Puras

Gomercié, Veterinarski fakultet, Zagreb).
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Za uzimanje uzoraka od jedinki u divljini naj¢esce se koristi uzimanje biopsata koze pomocu
strelica. Ta metoda omogucuje sakupljanje uzoraka na izravan i kontroliran nacin, s jasnom
vezom izmedu uzorka tkiva i jedinke.

Metoda koju sam koristila u ovom radu (Gilson 1 sur., 1998), se zasniva na lancanoj reakciji
polimerazom. Osnova PCR reakcije je denaturacija dvolancane DNA, hibridizacija
komplementarnih pocetnica na DNA kalup, te sinteza DNA pomocu termostabilne DNA

polimeraze (Slika 1.5).
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Slika 1.5. Shematski prikaz lan¢ane reakcije polimerazom. (preuzeto od Alberts i sur., 1994)

PCR reakcijom se umnozavaju fragmenti na X i Y kromosomu. Pocetnice koje su dizajnirali
Fain i LeMay (1995) se koriste za umnazanje fragmenta gena sry koji se nalazi na Y
kromosomu muzjaka sisavaca. Kao kontrola uspjeha PCR reakcije sluze pocetnice za gene
ZFX/ZFY (Aasen i Medrano, 1990), visoko konzervirane homologe na X i Y kromosomu
(Page i sur., 1987). Budu¢i da se metoda bazira na nepostojanju PCR produkta gena sry kod
zenki, ocekivani rezultat je umnozavanje dva fragmenta kod muzjaka, sry i ZFY fragmenti, i
jedan fragment kod zenke, kontrolni ZFX fragment.

Odabrala sam ovu metodu jer se njome umnazaju relativno mali fragmenti DNA budu¢i da su
uzorci tkiva Cesto u poodmaklom stanju raspadanja. Naime, u stanicama takvih tkiva se
odvijaju apoptozi i nekrozi slicni procesi za koje je karakteristicna aktivacija endogenih

endonukleaza koje cijepaju kromatin stanice na fragmente duzine oko 200 bp (Ueda i Shah,
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1994; Trump, 1996). Ovu metodu sam izabrala jer sam smatrala da je jednostavnija, brza i

preciznija od metode koja je do sada koriStena u ovom laboratoriju (Pezer, 2003).

1.5. Cilj rada

Ciljevi ovog istrazivanja su bili:

1. Uvesti u laboratorijski rad jednostavnu, brzu i preciznu molekularnu metodu

odredivanja spola kitova umnazanjem dijela gena sry.

2. Odrediti primjenjivost metode (Gilson i sur., 1998) na viSe razli¢itih vrsta kitova, iz

oba podreda Cetacea.

3. Ovom metodom potvrditi spol 42 jedinke razlicitih vrsta kitova €iji je spol bio poznat

morfoloski.

4. Odrediti spol na koZznom biopsatu zive jedinke dobrog dupina.

5. Ispitati univerzalnost pocetnica i moguénost kontaminacije stranom DNA primjenom

ove metode na DNA drugih vrsta (¢ovjek, mis, Stakor).

6. Usporediti ovu metodu (Gilson i sur., 1998) s ranije primjenjivanom metodom

molekularnog odredivanja spola kitova (Bérubé i1 Palsbell, 1996; Pezer, 2003).
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2.1. MATERIJAL

2.1.1. Standardne kemikalije:

EDTA, etilendiamintetraoctena kiselina (Kemika, Hrvatska)
etanol, 100% (Kemika, Hrvatska)

etidijev bromid, 2.5 mg/ml (Serva, Njemacka)

kloridna kiselina (Kemika, Hrvatska)

natrijev hidroksid (Kemika, Hrvatska)

natrijev dodecilsulfat, SDS (Serva, Njemacka)

natrijev klorid (Kemika, Hrvatska)

PCR agaroza (Bio-Rad, SAD)

Tris-(hidroksimetil)-aminometan, C4H;;NO3 (Kemika, Hrvatska)

2.1.2. Otopine:

e otopine za izolaciju DNA:
pufer TNE: 50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 5 mM EDTA, pH 7,5
pufer TE: 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7,4
proteinaza K, 50 mg/ml (Sigma, Njemacka)
e otopine za elektroforezu u agaroznom gelu:
pufer TBE: 45 mM Tris borat, | mM EDTA
pufer za nanoSenje uzoraka na gel: 0,25 % bromfenol plava, 0,25 % ksilencijanol
fluorofosfat, 15 % fikol
DNA biljeg: 100 bp Molecular Ruler, 100 pg/ml (Bio-Rad, SAD)

2.1.3. Materijal za umnoZavanje lan¢anom reakcijom polimerazom

Multiplex PCR Kit (QIAGEN, SAD)

pocetnice (VBC-Genomics, Austrija):
Y53-3C (5'-CCC ATG AAC GCA TTC ATT GTG TGG -3')
Y53-3D (5'-ATT TTA GCC TTC CGA CGA GGT CGATA-3")
P1-5EZ (5'— ATA ATC ACA TGG AGA GCC ACA AGCT-3")
P2-3EZ (5'- GCA CTT CTT TGG TAT CTG AGA AAG T -3")

11
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2.1.4. Tkivo kitova

Uzorci tkiva su sakupljeni s ukupno 49 jedinki (Tablica 2.1). Sa leSina nadenih duz hrvatskog
dijela jadranske obale u razdoblju od 1997. do 2003. godine prikupljena su 43 uzorka, pet
uzoraka je uzeto s dobrih dupina iz Sredozemnog mora, podrucje Izraela, a jedan uzorak je
biopsat sa zive jedinke dobrog dupina s podruc¢ja Jadranskog mora sjeverozapadno od otoka
1za, N44°05'30", E15°03'38".

Biopsat i Sest uzoraka s leSina su uzeti s koZze dobrog dupina, tri uzorka su uzeta iz jetre
dobrog dupina, dok su svi ostali uzorci bili iz miSi¢nog tkiva. Uzorci su ¢uvani u 96 % etanolu
na -20 °C.

Morfoloski je odreden spol 42 jedinke (Tablica 2.1.). Te podatke sam iskoristila kao kontrolu

pouzdanosti metode. Spol zZive jedinke dobrog dupina mi nije bio unaprijed poznat.

Tablica 2.1. Prikaz broja jedinki po vrsti i morfoloski odredenom spolu.

Spol morfoloSki
Vrsta Zenke MuZjaci Nepoznato Broj jedinki
dobri dupin (Tursiops truncatus) 12 11 7 30
plavobijeli dupin (Stenella coeruleoalba) 4 5 0 9
glavati dupin (Grampus griseus) 1 5 0 6
krupnozubi dupin (Ziphius cavirostris) 1 1 0 2
veliki sjeverni Kit (Balaenoptera physalus) 1 1 0 2
Ukupno 19 23 7 49

Uzorci prikupljeni s leSina su bili u razli¢itim stadijima raspadanja. NajloSije o¢uvani su bili

uzorci iz jetre, a najbolje uzorci iz koze.

2.1.5. Izolirana DNA

Koristila sam prije izoliranu DNA Zenke i muzjaka kuénog miSa (Mus musculus) i Stakora

selca (Rattus norvegicus), te zene i muskarca (Homo sapiens). DNA je izolirana iz krvi i

¢uvana u TE puferu na -20 °C.

12
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2.2. METODE

2.2.1. Sterilizacija materijala i pribora

Tijekom cijelog eksperimenta koristila sam sterilni pribor kako bih smanjila rizik od
zagadenja uzoraka stranom DNA ili prijenosom DNA iz drugih uzoraka. Metalni pribor sam
sterilizirala etanolom i zatim spaljivala, a kemikalije otporne na ultraljubicasto svjetlo i
plasti¢ni pribor sam izlagala ultraljubicastom svjetlu. Prostorije za izolaciju DNA, pripremu
uzoraka za PCR, te pripremu PCR-produkata za elektoforezu, kao i prostorija za samu

elektroforezu, su bile fizicki odvojene.

2.2.2. Izolacija genomske DNA iz tkiva kitova

Genomsku DNA iz tkiva sam izolirala metodom isoljavanja (Miller i sur., 1988) u kojoj se
denaturirani proteini taloze velikom koncentracijom natrijevog klorida. Ova metoda je brza i

sigurnija od izolacije fenol-kloroformom, a izolirana DNA je zadovoljavajuce Cistoce.

Izolacija genomske DNA iz tkiva metodom isoljavanja

1. Staviti 1 ml 1X TNE pufera, pH 7,5, u plasti¢ne epruvete s Cepom volumena 2 ml.
2. Oko 50 mg tkiva macerirati skalpelom u petrijevki ili na filtar papiru i komadice
dodati u epruvetu s 1X TNE puferom.

Dodati 1,5 pl proteinaze K, koncentracije 50 mg/ml.

Dodati 30 pl 20% SDS-a 1 promijeSati nekoliko puta.

Preko no¢i inkubirati uz mijesanje na 45 °C (od 37 °C do 50 °C).

Dodati 0,5 ml NaCl i snazno promuckati 15 sekundi.

Centrifugirati 10 minuta na 2 500 okretaja u minuti.

® =N, kW

U novu epruvetu prenijeti 0,5 ml supernatanta. Ovisno o ¢isto¢i supernatanta moze

se ponoviti postupak od 7. koraka.

9. Dodati 2,5 volumena 100% etanola ohladenog na -20 °C.

10. Pazljivo mijesati izvrtanjem epruvete do pojave taloga DNA, a zatim centrifugirati
5 minuta na 13 000 okretaja u minuti.

11. Etanol pazljivo izliti iz epruvete, a talog DNA isprati s 1 ml 70% etanola.

12. Centrifugirati 5 minuta na 13 000 okretaja u minuti.

13
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13. Odliti etanol i epruvetu ostaviti preko no¢i okrenutu naopako da se DNA osusi.

14. Otopiti DNA u 50 pl TE pufera (moZe i u deioniziranoj sterilnoj vodi) i ostaviti
preko noc¢i na 4 °C da se DNA dobro otopi.

15. DNA dalje ¢uvati na -20 °C.

2.2.3. Lan¢ana reakcija polimerazom (PCR)

Dio gena sry na Y kromosomu i gene ZFX i ZFY na X, odnosno Y kromosomu sam
umnozila lananom reakcijom polimerazom na GeneAmp® PCR System 2700 (Applied
Biosystems). Volumen reakcijske smjese je bio 7 pl. Njezin sastav za jedan i za deset uzoraka
se nalazi u Tablici 2.2.

Da bih smanjila pogreske pri pipetiranju vrlo malih volumena reagensa napravila sam
zajednicku reakcijsku smjesu (engl. "master mix") za nekoliko uzoraka u kojoj se nalazilo sve
osim genomske DNA. Volumen zajednicke reakcijske smjese je uvijek bio 10% veci od
potrebnog za ukupni broj reakcija koje sam kanila napraviti. Zbog koriStenja HotStarTaq
DNA polimeraze cijeli postupak nije bilo potrebno izvoditi na ledu jer je ta polimeraza
stabilna na sobnoj temperaturi. U svaku epruvetu za PCR sam stavila po 6 pl zajednicke

reakcijske smjese i 1 pl DNA uzorka.

Tablica 2.2. Sastav zajedniCke reakcijske smjese za lanc¢anu reakciju polimerazom

VOLUMEN VOLUMEN
. . ZA JEDNU ZA 10
POCETNA KONACNA
REAGENS REAKCIJU REAKCIJA
KONCENTRACIJA KONCENTRACIJA
(1) (D)
Multiplex master mix 2X 0.42X 1.5 15
Smjesa pocetnica*® 10X (2 uM) 0.2 pM** 0.7 7
H,O0, deionizirana 3.8 38
DNA kalup 1
Ukupni volumen 7

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

14
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DNA izolate sam zatim podvrgla lancanoj reakciji polimerazom u trajanju od 35 ciklusa

(Tablica 2.3).

Tablica 2.3. Reakcijski uvjeti lancane reakcije polimerazom

Temperatura (°C) Vrijeme
Aktivacija polimeraze 95 15 min
Denaturacija kalupa 94 45s
Prianjanje pocetnica 60 90 s 35
Produzenje lanca 72 60 s ciklusa
Zavrsno produZenje 72 10 min

2.2.4. Elektroforeza

PCR produkte sam razdvojila elektoforezom u agaroznom gelu. Tom metodom moguce je
razdvojiti molekule DNA razli¢ite velic¢ine. Elektoforeza je kretanje nabijenih molekula u
elektricnom polju, tako da se pri neutralnom pH negativnho nabijena DNA krece prema
pozitivhom polu, anodi. Brzina kretanja molekule ovisi o veli¢ini i konformaciji molekule
DNA, naponu struje, smjeru elektri¢nog polja, sastavu elektroforetskog pufera, koncentraciji i
vrsti agaroze i prisutnosti etidijevog bromida (Maniatis i sur., 1989).

Koristila sam 1% agarozni gel koji sam napravila otapanjem 0,5 g agaroze u 50 ml 0,5X TBE
pufera. Smjesu sam u Erlenmeyerovoj tikvici uz mijeSanje zagrijavala do vrenja u
mikrovalnoj pecnici, a nakon §to se sva agaroza otopila ohladila sam otopinu pod mlazom
hladne vode na oko 60 °C i zatim je izlila u kalup za gel. Postavila sam CeSalj za jaZice. Gel se
polimerizirao za 30 minuta kada sam izvadila CeSalj i stavila gel u sustav za elektroforezu u
kojem se nalazio 0,5X TBE pufer koji je u potpunosti prekrivao gel.

Na parafilmu sam izmjeSala 2 pl pufera za nanoSenje sa 3 pul PCR-produkta i to nanijela u
jazice. U prvu jazicu sam nanijela 3,5 ul DNA biljega pomocu kojeg sam procijenila veli¢inu
DNA fragmenta. Elektroforeza se odvijala na sobnoj temperaturi, pri konstantnom naponu od
90 V, 50 minuta.

Nakon zavrSene elektoforeze gel sam na 30 minuta uronila u otopinu etidijevog bromida
koncentracije 0,5 pg/ml (Maniatis i sur., 1989). Otopinu sam pripremila otapanjem 75 pl

etidijevog bromida u 1.5 1 0,5X TBE pufera. Etidijev bromid je interkaliraju¢i agens koji se
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ugraduje izmedu baza u molekuli DNA 1 fluorescira naranCastom svjetlos¢u kada se gel
obasja ultraljubicastom svjetlo$¢u, §to nam omogucuje vizualizaciju uzoraka DNA.

Nakon tretmana etidijevim bromidom gelove sam promatrala u transiluminatoru i zatim

fotografirala.
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3.1. Odredivanje spola

Kod muzjaka sam dobila produkt od 224 bp, koji je nastao umnazanjem dijela gena sry
pocetnicama Y53-3C i Y53-3D. Kod muzjaka i kod Zenki dobila sam fragment od 445 bp
nastao umnazanjem gen ZFX/ZFY pocetnicama P1-5EZ i P2-3EZ. Taj fragment je sluzio kao
unutarnja kontrola. Dakle, kod muzjaka sam lan¢anom reakcijom polimerazom dobivala dva

fragmenta veli¢ine 224 1 445 bp, a kod zenki samo jedan od 445 bp (Slika 3.1).

M1 2 3 456 7 38 9 10110

* 1000 bp —

445 bp —

224 bp —
* 100 bp —

33 2% @ 4324343

Slika 3.1. Rezultati lanCane reakcije polimerazom. DNA biljeg (M), dobri dupin (1), veliki
sjeverni kit (2, 3), krupnozubi dupin (4, 5), glavati dupin (6 — 8), plavobijeli dupin (9 — 11),
negativna kontrola (0; dodana voda umjesto DNA). Spol je oznacen ispod svakog uzorka.

* DNA biljeg. Razlika izmedu fragmenata je 100 bp.

Uspjesno sam odredila spol 37 kitova (Tablica 3.1). Rezultate sam, gdje je bilo moguce,
usporedila s morfoloskim podacima i oni su se u potpunosti podudarali s podacima koje sam
dobila lancanom reakcijom polimerazom.

Samo u jednom slu€aju je Zenka pogreSno identificirana kao muzjak (Slika 3.2, linija 4).
Nakon ponovljene izolacije DNA i1 PCR reakcije tog uzorka utvrdila sam da se radi o zenki

dobrog dupina (Slika 3.3, linija 1).
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3 ¢ 4
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Slika 3.2. Intenzitet fluoresciranja fragmenata umnozenih lancanom reakcijom polimerazom.

Intenzitet fluorescencije u liniji 4 ukazuje na vjerojatnu kontaminaciju s DNA iz drugog

uzorka. DNA biljeg (M), dobri dupin (1 - 10), negativna kontrola (0). Spol je oznacen ispod

svakog uzorka.

U 12 slucajeva (Tablica 3.1) nisam mogla odrediti spol jer je tkivo bilo u poodmakloj fazi

raspadanja. DNA izolirana iz biopsata se umnozila u velikoj koli¢ini, a analiza na gelu je

pokazala da se radi o Zenki dobrog dupina (Slika 3.3, linija 7).

Tablica 3.1. Rezultati odredivanja spola lan¢anom reakcijom polimerazom.

. PCR reakcija
Vrsta Zenke MuZjaci Broj jedinki
nije uspjela
dobri dupin (Tursiops truncatus) 9 11 10 30
plavobijeli dupin (Stenella coeruleoalba) 4 5 0 9
glavati dupin (Grampus griseus) 1 4 1 6
krupnozubi dupin (Ziphius cavirostris) 1 0 1 2
veliki sjeverni kit (Balaenoptera physalus) 1 1 0 2
Ukupno 16 21 12 49
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3.2. Provjera specifi¢nosti pocetnica za druge vrste
Primjenom istih pocetnica na DNA kuénog misa, Stakora selca i covjeka lancanom reakcijom

polimerazom dobila sam samo fragment od 445 pb (Slika 3.3). Fragment se umnozio kod

zene, muzjaka i zenke kuénog miSa i muzjaka Stakora.

M1 2 345 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 (0]

445 bp —

225bp —

? ? ¢ 38 4

Slika 3.3. Rezultati amplifikacije DNA kitova i nekih drugih vrsta. DNA biljeg (M), dobri
dupin (1, 7-10), plavobijeli dupin (4), muskarac (11), zena (12), muzjak misa (13), zenka misa
(14), muzjak Stakora (15), zenka Stakora (16), negativna kontrola (@). Spol je oznacen ispod

svakog uzorka.
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Metoda odredivanja spola umnazanjem dijela gena sry se pokazala uspjeSnom za oba podreda
Cetacea. Jednostavna je, brza i pouzdana. Ovdje prikazani reakcijski uvjeti favoriziraju kod
muzjaka jace umnozavanje sry fragmenta (dugog 224 bp), koji je manji od fragmenta nastalog
umnozavanjem ZFX/ZFY gena (dugog 445 bp). Pojava intenzivnijeg ZFX/ZFY fragmenta na
gelu, u odnosu na sry fragment (Slika 3.2), ukazuje na mogucu kontaminaciju DNA Zenke s
DNA muzjaka te je pozeljno daljnje ispitivanje (Gilson i sur., 1998; Charalsawad i
Limprasert, 2000). Kod metoda ¢iji uvjeti favoriziraju ja¢e umnaZanje gena zajednickog i
zenki 1 muzjaku (Bérubé i Palsbell, 1996; Pezer, 2003) ovakva moguénost kontrole nije
moguca, a rezultati mogu biti nejasni (Abe i sur., 2001).

U nekoliko slucajeva sam opazila umnaZanje samo fragmenta od 224 bp, ali optimizacijom
uvjeta PCR reakcije uspjela sam dobiti umnazanje oba fragmenta. Odsutnost fragmenta od
445 bp nije imala nikakvog utjecaja na interpretaciju rezultata i utvrdivanje muskog spola te
jedinke.

Odredivanje spola kod 12 uzoraka nije bilo moguce. Ti uzorci su uzeti s leSina u poodmakloj
fazi raspadanja te je vjerojatno doSlo do prevelike degradacije DNA. Smatram da bi
primjenom pocetnica za kra¢i fragment gena s7y mogli odrediti spol i kod uzoraka s jace
degradiranom DNA (Takahashi i sur., 1998). Rezultati dobiveni iz uzoraka tkiva tek uginulih
zivotinja 1 iz biopsata zZive jedinke su bili jasni i fragmenti su se dobro umnozili.

Primjenom ove metode na uzorke za koje su metodom opisanom u Bérubé i Palsbell (1996)
dobiveni rezultati suprotni morfoloskim podacima (Pezer, 2003) nisam uspjela dobiti
umnozavanje fragmenata i vjerujem da je DNA u tim uzorcima bila previse degradirana te da
su umnoZzeni fragmenti rezultat kontaminacije drugim uzorkom tijekom pripreme reakcijske
smjese.

Oba para pocetnica koja sam koristila funkcioniraju kod viSe vrsta sisavaca (Aasen i
Medrano, 1990; Gilson i sur, 1998). Covjek, mi§ i1 Stakor su najce$¢i moguci uzrok
kontaminacije u laboratoriju u kojem sam radila pa sam zato pokuSala ovom metodom
odrediti spol tih vrsta da utvrdim rizik od kontaminacije. Koristila sam ve¢ izoliranu DNA
covjeka, kuénog misa i Stakora selca. Niti u jednom slucaju nisam uspjela dobiti umnozavanje
sry fragmenta iako su Gilson i sur. (1998) ovom metodom uspjesno odredili spol muskarca i
zene. Fragment gena ZFX/ZFY se uspje$sno umnozio u Cetiri sluc¢aja (Slika 3.3). Vjerujem da
bi se promjenom reakcijskih uvjeta svi fragmenti uspjeSno umnozili. Budu¢i da je za moje
istrazivanje bilo bitno utvrditi koliki je rizik od kontaminacije u ovim odredenim reakcijskim
uvjetima, nisam vrSila daljnja ispitivanja jer sam zakljucila da rizik od kontaminacije

ljudskom, miSjom i Stakorskom DNA postoji. Da bi rizik sveli na najmanju mogucu mjeru, u
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4. RASPRAVA

primjeni ove metode na kitove treba paziti na sterilnost pri postupku i za svaku skupinu DNA

izolata i PCR reakcija obavezno ukljuciti i negativnu kontrolu.
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5. ZAKLJUCAK

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

biopsatima i uzorcima relativno dobro ocuvanog tkiva.

Metoda nije pogodna za primjenu na uzorcima tkiva koja su u uznapredovalom stanju

raspadanja, zbog prevelike degradiranosti DNA kalupa.

Metoda je primjenjiva za vrste podreda Mysticeti, kao i za vrste podreda Odontoceti.

Postoji mala moguénost kontaminacije stranom DNA zbog univerzalnosti pocetnica za
viSe vrsta sisavaca, ali je ona zanemariva ako se koriste kontrolne reakcije i pazi na

sterilnost prilikom izvodenja reakcija.

Ovdje opisana metoda je jasnija i pouzdanija od ranije koriStene molekularne metode
odredivanja spola (Bérubé i Palsbell, 1996; Pezer, 2003) jer ima bolju unutarnju

kontrolu.
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