UNIVERZA 'V LJUBLJANI
BIOTEHNISKA FAKULTETA
ODDELEK ZA BIOLOGIJO

Mojca PLANTAN

OPTIMIZACIJA MIKROSATELITNIH LOKUSOV PRI MORSKEM
KLOBUKU (RHIZOSTOMA PULMO)

DIPLOMSKO DELO
Univerzitetni Studij

OPTIMIZATION OF MICROSATELLITE LOCI IN BARREL
JELLYFISH (RHIZOSTOMA PULMO)

GRADUATION THESIS
University studies

Ljubljana, 2008



Plantan M. Optimizacija mikrosatelitnih lokusov pri morskem klobuku (Rhizostoma pulmo) 11
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2008

Diplomsko delo je zakljucek univerzitetnega Studija biologije. Opravljeno je bilo na
Nacionalnem institutu za biologijo (Morski bioloSki postaji) in na Katedri za zoologijo,
Biotehniske fakultete, Univerze v Ljubljani.

Studijska komisija Oddelka za biologijo je za mentorja diplomskega dela imenovala
prof. dr. Alenko Malej in za recenzenta prof. dr. Petra Trontlja.

Komisija za oceno in zagovor:

Predsednik: prof. dr. Tom TURK
Univerza v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Oddelek za biokemijo

Clan: prof. dr. Peter TRONTELJ
Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zoologijo

Clanica: prof. dr. Alenka MALEJ
Morska bioloSka postaja Piran, enota Nacionalnega instituta za biologijo

Datum zagovora:

Diplomsko delo je rezultat lastnega raziskovalnega dela. Podpisana se strinjam z objavo
diplomskega dela v polnem tekstu na spletni strani Digitalne knjiZnice BiotehniSke
fakultete. Izjavljam, da je diplomsko delo, ki sem ga oddala v elektronski obliki, identi¢no
tiskani verziji.

Mojca Plantan



Plantan M. Optimizacija mikrosatelitnih lokusov pri morskem klobuku (Rhizostoma pulmo) 111
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2008

KLJUCNA DOKUMENTACIISKA INFORMACIJA

v

SD  Dn

UDK 593.73

KG  Rhizostoma pulmo/genetski markerji/mikrosateliti/PCR/poliakrilamidna
elektroforeza

AV PLANTAN, Mojca

SA  MALE]J, Alenka (mentor)

KZ  SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 111

ZA  Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo

LI 2008

IN Optimizacija mikrosatelitnih lokusov pri morskem klobuku (Rhizostoma pulmo)

TD  Diplomsko delo (univerzitetni Studij)

OP X, 47 str., 4 pregl., 13 sl., 6 pril., 74 vir.

I sl
JI sl/en
Al Optimizirali smo verizne reakcije s Tag-polimerazo (PCR) za pomnozevanje petih mikrosatelitnih

lokusov pri vrsti Rhizostoma pulmo. Mikrosatelitni lokusi so bili izolirani iz ene meduze vrste Rhizostoma
pulmo in vsi imajo sestavljen motiv iz di- in tri-nukleotidnih ponovitev (Ramsak, 2005a, Ramsak, 2005b,
Weldt in sod., 2005a, 2005b, 2005c). Izjema je lokus RHIZPUL MSS5, ki ima motiv sestavljen iz petih
nukleotidov. Za pomnozevanje mikrosatelitnih lokusov smo uporabili genomsko DNA izolirano iz 13 meduz
morskega klobuka. Za vsak mikrosatelitni lokus smo posebej optimizirali termalni profil PCR in
koncentracijska razmerja posameznih sestavin v reakcijski meSanici. Pri Stirih mikrosatelitnih lokusih je bilo
pomnoZevanje pri razli¢nih temperaturah naleganja neuspesno, zato smo pri teh uporabili »touch down« PCR
profil. Pomnozene produkte PCR smo nato locili na poliakrilamidni elektroforezi na sekvenatorju
ALFexpress™ in dolo¢ili njihove dolzine s programom AlleleLocator 1.03. Stevilo pomnoZenih alelov za
posamezni lokus se je gibalo od 5 do 14. Najvecje Stevilo alelov smo ugotovili pri lokusu RHIZPUL MSS5 (14
alelov) in pri RHIZPUL MSI1 (13 alelov). Aleli so bili v razponu velikosti od 156 bp do 438 bp. Najman;jsi
velikostni razpon v dolZinah alelov smo ugotovili pri lokusu RHIZPUL MS2. OpaZena heterozigotnost se je
gibala od 0,308 do 0,9 in je bila pri vseh lokusih manjSa od izracunane pricakovane heterozigotnosti.
Najveéjo opazeno (0,9) in najve¢jo priCakovano heterozigotnost (0,963) smo nasli pri lokusu RHIZPUL
MSS. Najve¢ nicelnih alelov smo ugotovili na lokusu RHIZPUL MS4 in sicer osem, medtem ko jih pri
lokusu RHIZPUL MS2 nismo nasli. Ugotovili smo, da so obravnavani mikrosatelitni lokusi polimorfni in

primerni za populacijske $tudije morskega klobuka.



Plantan M. Optimizacija mikrosatelitnih lokusov pri morskem klobuku (Rhizostoma pulmo) v
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2008

KEY WORDS DOCUMENTATION

DN Dn

DC  593.73

CX  Rhizostoma pulmo/genetic markers/microsatellites/PCR/polyacrylamide
electrophoresis

AU  PLANTAN, Mojca

AA  MALE]J, Alenka (supervisor)

PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 111

PB  University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Department of Biology

PY 2008

TI Optimization of microsatellite loci in barrel jellyfish (Rhizostoma pulmo)

DT  Graduation Thesis (University studies)

NO X, 47p., 4tab., 13 fig., 6 ann., 74 ref.

LA sl
AL  sl/en
AB Polymerase chain reaction (PCR) was optimized for five microsatellite loci for the scyphozoan

jellyfish Rhizostoma pulmo. Microsatellite loci were extracted from the one jellyfish Rhizostoma pulmo
(Ramsak, 2005a, Ramsak, 2005b, Weldt et al., 2005a, 2005b, 2005¢c). Four of them have dinucleotide and
trinucleotide repeats with exception of locus RHIZPUL MS5 which has pentanucleotide repeats. Genomic
DNA extracted from 13 jellyfish Rhizostoma pulmo was used for amplification of microsatellite loci.
Thermal profile PCR was optimized for each microsatellite locus individually. First, we optimized thermal
profile and then concentration ratios of each ingredient of reaction mixture. Touchdown PCR profile was
used in four cases where microsatellite loci amplification at various annealing temperatures was
unsuccessful. AlleleLocator 1.03 software programme was used to determine allele length. Five to 14
amplified alleles were found at loci. Highest number of alleles were discovered at locus RHIZPUL MS5 (14
alleles) and at locus RHIZPUL MS1 (13 alleles). Alleles ranged from 156bp to 438bp in length. Smallest size
range in allele length was discovered at locus RHIZPUL MS2. Observed heterozygosity ranged from 0,308 to
0,9 and was smaller from expected heterozygosity. Highest observed (0,9) and highest expected
heterozygosity (0,963) was discovered at locus RHIZPUL MSS5. Eight null alleles were found at locus
RHIZPUL MS4, while we did not discover any null alleles at RHIZPUL MS2. It was determined that
microsatellite loci under study are highly polymorphous and well suited genetic markers in population
genetics.



Plantan M. Optimizacija mikrosatelitnih lokusov pri morskem klobuku (Rhizostoma pulmo) VvV
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2008

KAZALO VSEBINE
str.
KLJUCNA DOKUMENTACIISKA INFORMACIJA..........coovevivererieenene. 11
KEY WORDS DOCUMENTATION.......cootiiiniieieeieneeieeeesieeieee e v
KAZALO VSEBINE.....coiiiiiiiee ettt s \Y%
KAZALO PREGLEDNIC .......coiiiiiiiiiieniteienteeeeetese et VII
KAZALO SLIK ..ottt ettt st sae e enee e s VIII
KAZALO PRILOG......coitiiiiieiiiteeee ettt IX
OKRAJSAVE IN SIMBOLL.......cooviuiiiiiieeieeeeeeeesees e esesee s X
2.2.1 ROd RIIZOStOMA. ....c..eeiiiiiiiiiiiieieiiteee et 4
2. 2.2 Morfologija meduze rodu Rhizostoma.............ccovveeeiiieniiiiniiiecieceee e 5
2.2.3 Zivljenjski krog rodu RIIZOStOMA. ...............oevueveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo 6
[ZOLACIJA GENOMSKE DNAL ..ottt sttt 22
5.2 Optimizacija verizne reakcije Z DNA-POIIMEIazo.........cccceevereenieniienieeniieenieeeee. 36
5.3 POLIAKRILAMIDNA ELEKTROFOREZA........cccoooiiiieeeeeeeeeseee e 38

7 VIRI 41



Plantan M. Optimizacija mikrosatelitnih lokusov pri morskem klobuku (Rhizostoma pulmo) VI
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2008

KAZALO PREGLEDNIC
str.
Preglednica 1: Pregled uporabljenih mikrosatelitnih 1okusov...........cccceecvvveriiiiniiieieene, 14
Preglednica 2: Optimizirani temperaturni profili za pomnozevanje mikrosatelitnih
JOKUSOV ...ttt et e e e 23
Preglednica 3: Velikosti pomnoZenih alelov pri 13 analiziranih vzorcih na petih
mikrosatelitnih lokusih...........ccoooiiii 33

Preglednica 4: Vrednosti dejanske in pri¢akovane heterozigotnosti ter frekvenca nicelnih
ALEIOV ...ttt et 34



Plantan M. Optimizacija mikrosatelitnih lokusov pri morskem klobuku (Rhizostoma pulmo) VII
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2008

KAZALO SLIK

str.
Slika 1: Prilov meduz morskega klobuka (Rhizostoma pulmo)...............ccoveeeeeeeeecivvenneannns 2
Slika 2: Morski klobuk RAizOSIOMA PUIMO............c..ooeeeeiiaiiiiiieiieeieeieeie e 4
Slika 3: Efira RAIZOSIOMA PUIMO............cc.ooceiiiiiiiiiiniiiiiiietceeetee et 4
Slika 4: Skica meduze RAiZOSIOMA PUIMO.............cccveeeiieeeiiieeieeeiie et ieeesveeesveeesaee e 6
Slika 5: Zivljenjski krog morskega klobuka (Rhizostoma pulmo)...............oooeeeeeeeeeec... 7
Slika 6: HOMOPIAZIJA.....ccuveieeiieeiiie ettt ettt e et e e sate e etaeeesabaeeaeeeennnnns 11

Slika 7: Izolacija genomske DNA iz meduze morskega klobuka (Rhizostoma pulmo) z
MELOAO CTAB.....ooieeeieeee ettt e et e e e e e ntra e e e e e e e snnnnnes 22

Slika 8: Na agaroznem gelu lo¢eni produkti neoptimizirane reakcije PCR za

mikrosatelitni lokus RHIZPUL MST.......cccoiiiiiiiiiiiieeeeeeeee et 24
Slika 9: Na agaroznem gelu loceni produkti optimizirane reakcije PCR za mikrosatelitni
lokus RHIZPUL MSI pri vzorcih 3, 5, 12, 22, 25, 36, 38,46 in 48...................... 26

Slika 10: Na agaroznem gelu loceni produkti optimizirane reakcije PCR za mikrosatelitni
lokus RHIZPUL MSI1 pri vzorcih 54, 5510 57...cccviviiiiiiiiieieeieeieerie e 26

Slika 11: Na agaroznem gelu lo€eni produkti optimizirane reakcije PCR za mikrosatelitni
lokus RHIZPUL MS?2 pri vzorcih 3, 5, 12, 22, 25, 36, 38, 46, 48, 54, 55, 56 in 57..

Slika 12: Na agaroznem gelu loc¢eni produkti optimiziranega PCR-a za mikrosatelitni
lokus RHIZPUL MS3 pri vzorcih 3, 5, 12, 22,25,36,38 in48......ccccoveeevreeannnn. 29

Slika 13: Na agaroznem gelu loceni produkti optimiziranega PCR-a za mikrosatelitni
lokus RHIZPUL MS4 in RHIZPUL MS 5 pri vzorcih 3, 12, 22, 25, 36, 38, 46 in



Plantan M. Optimizacija mikrosatelitnih lokusov pri morskem klobuku (Rhizostoma pulmo) VIII
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2008

KAZALO PRILOG
PRILOGA A: Izpisi iz GenBank

PRILOGA B1: Elektroforegram mikrosatelitov lokusov RHIZPUL MS1, RHIZPUL MS2,
RHIZPUL MS3, RHIZPUL MS4 (»gel view«)

PRILOGA B2: Elektroforegram mikrosatelitov lokusov RHIZPUL MS1, RHIZPUL MS2
(»curve view«)

PRILOGA B3: Elektroforegram mikrosatelitov lokusov RHIZPUL MS2, RHIZPUL MS3,
RHIZPUL MS4 (»curve view«)

PRILOGA C1: Elektroforegram mikrosatelitov lokusov RHIZPUL MS3, RHIZPUL MS4
(»gel view«)

PRILOGA C1: Elektroforegram mikrosatelitov lokusov RHIZPUL MS3, RHIZPUL MS4
(»curve view«)



Plantan M. Optimizacija mikrosatelitnih lokusov pri morskem klobuku (Rhizostoma pulmo) IX
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2008

OKRAJSAVE IN SIMBOLI

A adenin

ang. anglesko

bp bazni par

C citozin

CTAB Br-deciltrimetilamonij

Cy5 indopentamethinecyanin fluorescentno barvilo

DNA deoksiribonukleinska kislina

dNTP 2'-deoksinukleozid 5'-trifosfat

DTT ditiotreitol

EDTA etilen-diamino-tetraocetna kislina

F »forward primer«, vodilni zacetni oligonukleotid

G gvanin

H. pri¢akovana heterozigotnost

H, opazena heterozigotnost

n mikro

n Stevilo obravnavanih osebkov

Na dejansko Stevilo heterozigotov

PCR verizna reakcija s polimerazo

pH negativni logaritem koncentracije vodikovih ionov

PIC »polymorphic information content« informativna vrednost
lokusa

pufer TAE raztopina Trisa, acetata in EDTA

pufer TBE raztopina Trisa, borata in EDTA

r frekvenca nicelnih alelov

R »reverse primer«, povratni zacetni oligonukleotid

T timidin

Tag DNA-polimeraza DNA-polimeraza, izolirana iz Thermus aquaticus

TRIS trishidroksietilaminometan






Plantan M. Optimizacija mikrosatelitnih lokusov pri morskem klobuku (Rhizostoma pulmo) 1
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2008

1 UVOD

Morski klobuk (Rhizostoma pulmo) je klobucnjaska meduza, ki je v Sredozemskem morju
stalno prisotna in je bolj pogosta v jesensko-zimskih mesecih. Predvsem v zadnjih letih je
v Trzaskem zalivu pogostejSa (Sporocila za ..., 2007) in zaradi Stevil¢nosti negativno
vpliva na ribiStvo (Statistine informacije ... , 2004, 2005). Ve¢ina do sedaj zbranih
podatkov nakazuje, da se mnozi¢nost pojavljanja meduz spreminja glede na podnebne
cikle, vendar je desetletje opazovanj premalo za potrditev te domneve. Raziskovalci
poudarjajo tudi spremembe v morskem ekosistemu, ki so povezane z antropogenimi vplivi
in naj bi posredno vplivale na pogostejSa mnozi¢na pojavljanja klobu¢njaskih meduz
(Purcell in sod., 2007).

Trenutno je na voljo izjemno malo podatkov o pojavljanju, razsirjenosti, populacijski
dinamiki in ekologiji morskega klobuka. Namen diplomske naloge je bil optimizirati
pogoje verizne reakcije z DNA-polimerazo za pomnozevanje petih mikrosatelitnih lokusov
pri vrsti morski klobuk, ki bi omogocale proucevanje populacijske strukture. Do sedaj Se
niso bili opisani mikrosatelitni oznacevalci, ki bi jih lahko uporabili za Studij genetske
strukture populacij morskega klobuka. Mikrosateliti so genetski oznalevalci za
populacijske Studije, ki omogocajo proucevanje genetske strukture populacij, pretoka
genov in ucinka ozkega grla. Tovrstne Studije so na klobu¢njaskih meduzah redke in tezko
izvedljive zaradi njihovega tezko predvidljivega pojavljanja. Optimizirani mikrosatelitni
oznacCevalci bodo omogocili raziskovalcem izpeljavo S$tudij, v katerih bodo lahko
spremljali genski pretok med geografsko oddaljenimi populacijami in spreminjanje
genetske strukture v ¢asu. Na ta nacin bo morda mogoce raziskati povezanost med
mnoZzi¢nimi pojavljanji morskega klobuka v razliénih delih Sredozemskega morja. Se
vedno ni znano ali nastajajo mnoZi¢na pojavljanja lokalno, ali pa gre za osrednjo

populacijo, ki se Siri v razlicna obmocja.
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2  PREGLED OBJAV
2.1 MNOZICNO POJAVLJANJE KLOBUCNJAKOV

Opazovanja v zadnjih desetih letih nakazujejo na vse pogostejSe in vse bolj Steviléno
pojavljanje klobuc¢njaskih meduz in drugih skupin, kot so plascarji, rebrace, meduze drugih
ozigalkarjev, ki jih skupno imenujemo Zelatinozni plankton (Mills, 2001). V nadaljevanju
bomo uporabljali izraz meduza za meduze klobu¢njakov, kadar ni izrecno omenjeno za

katere meduze ozigalkarjev se izraz meduza nanasa.

e

R
N

fotc) Robert Radolovié
—

Slika 1: Prilov meduz vrste Rhizostoma pulmo (foto: Robert Radolovic)

Mnozi¢no pojavljanje meduz negativno vpliva na gospodarske panoge povezane z morjem.
Meduze vplivajo na obalni turizem, ker povzrocajo nevSe€nosti kopalcem zaradi ozigov.
Na ribistvo lahko vplivajo neposredno, ker se ujamejo v ribiske mreze in zmanjsajo
koli¢ino ulova. Veliki ulovi meduz lahko zaradi svoje teze tudi raztrgajo ribiske mreze.
Meduze tudi posredno vplivajo na ribistvo, ker se nekatere vrste meduz hranijo z ikrami,
larvami in mladicami rib ter s tem vplivajo na populacije rib. Mnozi¢no pojavljanje meduz
v morskem ribogojstvu povzroca pogine rib, ker manjSe meduze in lovke velikih meduz
vstopijo skozi mreze kletk in povzro€ijo krvavitve Skrg zaradi ¢esar ribe poginejo. Veliko
gospodarsko Skodo povzroCijo meduze, kadar ovirajo delovanje jedrskih elektrarn, ki
uporabljajo morsko vodo za hlajenje. Privzem morske vode poteka skozi filtre, ki jih lahko
zamasijo meduze in zato se mora delovanje jedrske elektrarne zmanjSati ali celo prekiniti
(Purcell, 2007).

Trenutno je poznavanje vplivov okoljskih dejavnikov na velikost meduznih populacij
skromno. Cloveske aktivnosti so povzrodile spremembe v morskih ekosistemih, ki

domnevno ugodno vplivajo na populacije meduz. Globalno segrevanje omogoca nekaterim



Plantan M. Optimizacija mikrosatelitnih lokusov pri morskem klobuku (Rhizostoma pulmo) 3
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2008

vrstam klobuc¢njakov vecjo prostorsko razSirjenost in StevilénejSe populacije (Purcell,
2005). Med poglavitne globalne probleme spada tudi onesnaZenje morja. Vodotoki s
spranimi gnojili iz kmetijstva, kanalizacijske vode in povrsSinski odtoki vode iz urbanih
povrsin vnasajo hranila v morja in povzrocajo predvsem v obalnih obmo¢jih evtrofikacijo
(Parsons in Lalli, 2002). Posledica evtrofikacije je povecana koli¢ina fito in zooplanktona,
motnost vode in hipoksija in v takih pogojih bolje uspevajo meduze kot ribe (Arai, 2001,
Benovi¢ in sod., 2000, Purcell in sod., 2001). Nadalje je prelov rib povzrocil spremembe v
prehranjevalnih verigah v morju. Populacije meduz se lahko povecajo z odstranitvijo rib s
katerimi tekmujejo za zooplanktonsko hrano. Veliko vrst rebra¢ in meduz se prehranjuje z
mezozooplanktonom, kot so majhni raki, licinke nevretencarjev, jajceca in li¢inke rib.
Velikost meduznih populacij ni neposredno kontrolirana z odstranitvijo rib razen malih
pelagicnih rib s katerimi tekmujejo za hrano (Parsons in Lalli, 2002). Kadar se Stevilénost
zooplanktivornih vrst rib bistveno zmanj$a, nastanejo razmere, ko se Zelationozni plankton
lahko namnozi, ker ve¢ hranil prehaja v njihovo prehranjevalno verigo (Greve in Parsons,
1977, Parsons in Lalli, 2002, Purcell, 2007).

Na stevil¢nost populacij klobuénjakov poleg antropogenih vplivov delujejo tudi dejavniki
okolja; klimatske spremembe, fizikalno-kemijski dejavniki (temperatura, slanost,
stratifikacija) in razpoloZljivi viri hrane. Pri vrstah z bentoskim stadijem v razvoju je
pomemben dejavnik dostopnost primernih trdnih substratov (Parsons in Lalli, 2002).
Pogosto se zgodi, da je veliko Stevilo klobu¢njaskih meduz na doloCenem obmocju

posledica zbiranja zaradi fizikalno oceanografskih procesov (Graham in sod., 2001).

Mnozi¢no pojavljanje klobu¢njaskih meduz belezZijo od zacetka devedesetih let v laguni
Mar Menor v Spaniji. Prvotne soline so bile podvrzene onesnaZevanju iz urbanih naselij in
kmetijskih povrsin. Ko so v laguni poglobili naravno povezavo s Sredozemskim morjem je
slanost padla od 52 na 45 PSU. V laguni je bil nato najprej v velikem Stevilu prisoten uhati
klobu¢njak (Aurelia aurita), ki ni povzrocal tezav lokalnemu prebivalstvu. V zacetku
devetdesetih sta se v laguni pojavila morski klobuk (Rhizostoma pulmo) in morska cvetaca
(Cotylorhiza tuberculata) in od takrat sta obe vrsti prisotni skozi celo leto ter se mnozi¢no
pojavljata s tiso¢imi osebki. Mnozi¢no pojavljanje meduz morskega klobuka so zabelezili
tudi v Trzaskem zalivu na zacetku poletja in v jesenskih mesecih leta 2003 (Sporocila za

..., 2007), ko je veliko Stevilo meduz onemogocalo ribolov (slika 1).

Vzrokov za mnozi¢na pojavljanja klobu¢njakov je ve¢ in verjetno delujejo vzajemno. V
prihodnosti se bo ¢lovekov vpliv na morske ekosisteme poveceval in zato se bodo

najverjetneje povecevale tudi populacije klobu¢njakov.
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2.2 TAKSONOMSKA UVRSTITEV

Morski klobuk (Rhizostoma pulmo) pripada deblu ozigalkarjev (Cridaria), poddeblu
Medusozoa, razredu klobu¢njaki (Scyphozoa), podrazredu Discomedusae, redu korenousti
klobuénjaki (Rhizostomeae), druzini Rhizostomatidae in rodu Rhizostoma (ITIS, 2007).

Slika 2: Morski klobuk Rhizostoma pulmo Slika 3: Efira Rhizostoma pulmo
(foto: Tihomir Makovec) (foto: Valentina Turk)

Novejse filogenetske Studije, ki temeljijo na nukleotidnih zaporedjih velike in male
podenote ribosomske RNA in na morfoloskih znakih, so preuredile razred klobu¢njakov.
Razred sedaj zdruZuje red Coronatae in podrazred Discomedusae z redoma Rhizostomeae
in Semaeostomeae. V red Rhizostomeae pa uvrSs¢amo podredova Daktyliophorae in
Kolpohorae in druzine Rhizostomatidae, Archirhizidae, Cassiopeidae, Mastigiidae
(Collins, 2002, Marques in Collins, 2004).

Nadalje v druzino Rhizostomatidae uvrs¢amo meduze, ki imajo na vsaki ustni rami enojen
kon¢ni privesek brez ust. V druzino Rhizostomatidae spadajo trije rodovi: Rhizostoma,
Rhopilema in Stomolophus (Mayer, 1910, Russell, 1970).

2.2.1Rod Rhizostoma

Rhizostoma pulmo (Macri, 1778) skupaj z vrstama Rhizostoma luteum (Quoy in Gaimard,
1827) in Rhizostoma octopus (Linnaeus, 1788) spada v rod Rhizostoma. Znacilnosti meduz
tega rodu so majhne epolete na bazi ustnega stozca, ustna ramena se zakljucujejo s
palic¢asto oblikovanim kon¢nim priveskom. Meduze imajo razlo¢no razvit krozni kanal, iz
katerega izhajajo Stevilni kanali, ki tvorijo gastrovaskularni sistem (Russell, 1970). Vrsti
Rhizostoma pulmo in Rhizostoma octopus sta po zgradbi podobni. Razlikujeta se po Stevilu

robnih krp na klobuku meduze in po obmocju razsirjenosti. Rhizostoma pulmo ima
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obiajno osem robnih krp na osmini klobuka ter je razsirjena v Crnem in Sredozemskem
mortju. Rhizostoma octopus ima povprecno deset robnih krp na osmini klobuka in je
raz§irjena v Atlantskem oceanu, ob severozahodni obali Evrope, ob obalah Skandinavije, v
Irskem morju, ob juznih in zahodnih obalah britanskih otokov in v juznem delu Severnega
morja (Russell, 1970). Drugih razpoznavnih taksonomskih znakov za razlikovanje med
vrstama ni, zato mnogi predvidevajo, da gre za eno vrsto. Na meji razsirjenosti obeh vrst

zivi ob obalah Portugalske Rhizostoma luteum.
2. 2. 2Morfologija meduze rodu Rhizostoma

Klobuk meduze ima obliko kupole, je ¢vrst in je opisan kot zelenkaste, modrikaste,

zelenkasto modre, roza rjave ali mle¢nobele blesc¢ece barve.

Meduza morskega klobuka je zgrajena iz dveh zarodnih plasti ektoderma in endoderma
med katerima je mezogleja. Mezogleja vsebuje celice in vlakna ter je zelo Cvrsta. V
osrednjem delu je debela in proti obrobju gastrovaskularne votline se tanj$a. PovrSina
klobuka je pokrita z majhnimi, tesno stisnjenimi nematocistami. Rob klobuka je razdeljen
v Stevilne polkrozne robne krpe, ki so temno obarvane z intenzivno vijoli¢cno modrim
pigmentom. Na robu klobuka je tudi osem parov manjsih konicastih ropalijskih krp, ki
razdeljujejo rob klobuka na osem delov. Subumbrelarne kroZne miSice so dobro razvite,
medtem ko radialne miSice niso razvite. Dno gastralne votline se med razvojem meduze
razdeli na $tiri interradialne trikotne povrSine. Med vsemi Stirimi deli se nahaja rezasta
ugreznina, ki vodi do bazalnega dela ustnega stozca. Mezoglejske odebelitve v gastralni
votlini so lahko na vrhu te votline popolnoma zrasle in pri tem je izvorna gastralna votlina
popolnoma zaprta (Mayer, 1910). Sestnajst radialnih kanalov vodi od gastralne votline do
roba klobuka. Na robu klobuka se radialni kanali zdruZijo v primarni kroZni kanal, ki pa je
prisoten samo v stadiju efire. V odrasli meduzi ti kanali tvorijo sekundarni krozni kanal, ki
ima vlogo glavnega kroznega kanala. Med robom klobuka in glavnim kroznim kanalom
leZzi mreZa anastomoznih kanalov, ki povezuje radialne kanale ter robni in glavni krozni
kanal (Mayer, 1910).

Odebeljen bazalni del ustnega stoZca je razSirjen preko subumbrele in obdaja subgenitalno
votlino. Stiri interradialno neenakomerno nagubane gonade se nahajajo na gastrodermu in
so rumenkaste barve. Razlik v obarvanosti gonad pri morskih klobukih iz Crnega morja, ki
bi omogocale razlikovanje med spoloma, niso nasli (Paspalev, 1938), medtem ko so pri
vrsti Rhizostoma octopus nasli razlike v obarvanosti gonad med spoloma (Holst in sod.,
2007).
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Slika 4: Skica meduze morskega klobuka Rhizostoma pulmo (prirejeno po Mayer, 1910: slika 73)

Ustni stozec je sestavljen iz kratkega, stebru podobnega dela, ki se nadaljuje v Sestnajst
epolet sestavljenih iz nagubanih trakastih struktur. Na zunanjih robovih teh struktur se
nahajajo v nizih Stevilne ustne odprtine. Pod epoletami se za¢nejo ustna ramena; teh je
osem in so urejena v S§tiri pare. Na vsakem ustnem ramenu se nahaja naguban trikrilni del z
ustnimi odprtinami, ki jim sledi gladek podaljSan kon¢ni privesek brez ustnih odprtin
(Mayer, 1910).

Morski klobuki se hranijo s planktonom. Stotine majhnih ustnih odprtin obkroZajo resice z
nematocistami. V ¢asu stradanja se lahko meduzam zmanjSa teza na 12 do 7 odstotkov
izhodis¢ne teze (Russell, 1970).

2.2.3Zivljenjski krog rodu Rhizostoma

V zivljenjskem krogu morskega klobuka se izmenjujeta pritrjen polip in prostoziveca
meduza. Polip se razmnoZzuje nespolno z brstenjem in strobilacijo. Meduze so locenega
spola in sprostijo spolne celice v vodo. 1z oplojenega jajceca se razvije prosto plavajoca
omigetalcena li¢inka planula, ki se kmalu pritrdi na podlago ter razvije v polip. Novi polipi
lahko nastajajo s tvorbo stranskih brstov na polipu ali pa z odcepitvijo bazalnega dela
polipa, ki se oblikuje v mirujoc¢o tvorbo, obdano s hitinom (podocista), in je namenjena
prezivetju neugodnih razmer. V ugodnih razmerah se polip nespolno razmnozuje s
strobilacijo. Telo polipa se podaljSa in razvije se ena ali ve¢ kroznih vgreznitev pod
tentakli. V tej fazi nastanejo zametki efire. Lovke polipov se nato resorbirajo, razvijejo se
robne krpe. Pred odcepitvijo je efira povezana s polipom preko dobro razvitega manubrija.
Efire se odcepljajo ena za drugo ali ve¢ hkrati (Holst in sod., 2007). Raziskovalci

domnevajo, da je razvoj efire v meduzo podoben pri vseh vrstah rodu Rhizostoma.



Plantan M. Optimizacija mikrosatelitnih lokusov pri morskem klobuku (Rhizostoma pulmo) 7
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2008

oploditev

Tnh}

7 tvorba stranskih
brstov

i

T o dcepitev efire * strobilacija " polip

Slika 5: Zivljenjski krog morskega klobuka (Rhizostoma pulmo)

Odcepljena efira (slika 5) ima osem robnih krp, ki so distalno razdeljene v dve ropalijski
krpi; med njima se nahaja ropalij. Premer odcepljene efire (slika 3) je 2,7 do 5,8 mm. Dva
do tri dni po sprostitvi efire se za¢nejo razvijati med robnimi krpami majhne krpe, ki v treh
tednih dosezejo velikost robnih krp. V treh do Stirih tednih se zacne debeliti mezogleja in
efira se razvije v zvonasto oblikovano meduzo. Odcepljena efira ima razvito ustno odprtino
v obliki kriza. Prvotni §tirje ustni robovi se z nadaljnjo rastjo efire delijo in tvorijo osem
ustnih ramen. Nadaljnje delitve distalnih delov ustnih ramen vodijo v tvorbo osmih
odrastkov na ustnih ramenih. Socasno se za¢nejo razvijati epolete na stranskem robu
manubrija in tvorijo tesen obro¢ okrog ustnega stoZca. Nazadnje se na kon¢nih delih ustnih

ramen razvijejo kon¢ni priveski.

Ob oddelitvi imajo efire razvito osrednjo gastrovaskularno votlino in Sestnajst Zarkasto
razporejenih gastralnih vreck, ki se z razvojem efire razvijejo v gastralne kanale. Ropalijski
in adradialni kanali se nato bo¢no poveZejo in tvorijo primarni krozni kanal, ki obdaja
osrednjo gastrovaskularno votlino. Sledi razras¢anje primarnega kroznega kanala, ki se
poveze z radialnimi kanali na robu klobuka. Nadaljnje vejitve in povezovanje gastralnih

kanalov tvori mrezo gastralnih kanalov na robu klobuka (Holst in sod., 2007).
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2.3 MIKROSATELITI

Mikrosateliti so segmenti DNA, ki vsebujejo ponovitve nukleotidnih motivov dolZine od 1
do 6 bp. Po motivu delimo mikrosatelite na popolne, nepopolne in sestavljene. Popoln
mikrosatelit je sestavljen iz neprekinjene ponovitve motiva, na primer CACACACA.
Nepopoln mikrosatelit ima prekinjeno popolno ponovitev motiva z eno ali ve¢ bazami, na
primer CACATCACA. Sestavljeni mikrosateliti so sestavljeni iz ponovitev z razli¢nimi
motivi, na primer CACATATATA (Estoup in Angers, 1998).

Z metodami in situ hibridizacije in z genetskim mapiranjem so ugotovili razmeroma
enakomerno razporeditev mikrosatelitov v kromosomih. Manj pogosti so v telomerah in
centromerah (Estoup in Angers, 1998). Pogosti so v nekodirajoc¢ih delih DNA in redki v
kodirajo¢ih delih. Razlike nastajajo zaradi negativne selekcije zoper mutacije, ki
povzrocajo premik bralnega okvirja v kodirajo¢ih delih DNA (You-Chun in sod., 2002).
Stopnja mutacij mikrosatelitov je ocenjena na 10 do 10 mutacij na lokus na generacijo in
je mnogo visja v primerjavi s tockovnimi mutacijami na kodirajo¢ih lokusih genov, ki se
gibljejo med 10”° in 10" mutacij na lokus na generacijo. Na evolucijsko dinamiko
mikrosatelitov vpliva: Stevilo ponovitev, dolzina in nukleotidna sestava motivov, zgradba
boc¢nih regij ob mikrosatelitih, stopnja rekombinacije, stopnja traskripcije, taksonomska
skupina in polozaj na kromosomu (Jin in sod., 1996, Schlétterer in sod.,1998, Schlotterer,
2000).

Polimorfizem dolzine mikrosatelitov znotraj vrste je mogoce razlagati na podlagi dveh
mutacijskih modelov. Prvi model je nepravilno parjenje zdrsnjene vijacnice med
podvojevanjem DNA (angl. replication slippage). Pri podvojevanju DNA pride do zdrsa
DNA v kompleksu z DNA-polimerazo na ponovljenih motivih. Ce se matriéna in novo
sintetizirana veriga nepravilno parita, se pri slednji spremeni Stevilo osnovnih motivov
(Levinson in Gutman, 1987). Drugi model je neenak "crossing-over" (angl. unequal
crossing-over) in je posledica nepravilnega parjenja dveh homolognih kromosomov.
Neenako prekrizanje povzroci delecijo v eni molekuli DNA in insercijo v drugi. Model
predvideva vecjo verjetnost nepravilnega parjenja na mikrosatelitnih regijah zaradi
ponovljivih motivov (Smith, 1976, Dover, 1982).

Raziskave so pokazale, da mikrosateliti lahko delujejo kot funkcijski elementi proteinskih
molekul in kot regulacijski elementi transkripcije. Spremembe v Stevilu ponovitev motiva
mikrosatelita, ki je del kodirajoCega nukleotidnega zaporedja proteina, povzroci
spremembo v $tevilu enakih aminokislin ter s tem spremembo funkcije proteina. Stevilo

ponovitev CAG, ki kodirajo glutamin, vpliva na delovanje androgenega receptorja, ki veze
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androgen in nato aktivira prepis tarénih genov. Posledica delecij ponovitev CAG v
nukleotidnem zaporedju androgenega receptorja pri ¢loveku ali podgani povzro€i visjo
transaktivacijo receptorja. Mutacije, ki povecajo Stevilo CAG ponovitev od 25 do 77, pa
znizajo transaktivacijo receptorja in povzro¢ijo znatni padec prepisa tar¢nih genov
(Chamberlain in sod., 1994). Mikrosateliti se kot regulacijska nukleotidna zaporedja
nahajajo v distalnih promotorskih delih in delujejo kot elementi, ki ojacajo transkripcijo. V
teh delih delujejo kot vezavna mesta za regulacijske proteine. Pri ¢loveku so odkrili
bolezni, ki so posledica pomnozitev trinukleotidnih motivov mikrosatelitov v
nekodirajo¢ih delih DNA (Rubinsztein, 1999).

2.3.1 Metode za izolacijo mikrosatelitnih oznacevalcev

Kadar mikrosatelitni oznacevalci za doloceno vrsto niso na voljo, lahko najprej preverimo
ali lahko uporabimo mikrosatelitne oznacevalce iz sorodne vrste. Znani so primeri uporabe
mikrosatelinih oznacevalcev pri kitih (Schlbtterer in sod., 1991), Zelvah (FitzSimmons in
sod., 1995) in ribah (Rico in sod., 1996), ki omogocajo pomnoZevanje mikrosatelitov pri
vrstah, ki so se locile tudi pred ve¢ kot 470 milijoni let. Pri uporabi mikrosatelitnih
oznacevalcev sorodnih vrst se lahko le-ti slabSe pomnozujejo ali pa so manj polimorfni
(Ellegren in sod., 1995, Rubinsztein in sod., 1995, Morin in sod., 1998). Ce v
preiskovalnem testiranju ugotovimo, da niso primerni za uporabo, jih moramo izolirati iz
preiskovane vrste. Do sedaj so bili opisani mikrosatelitni lokusi v razredu klobu¢njakov le
pri morski osi Chironex fleckeri (Coughlan in sod., 2005).

Opisanih je veliko metod za izolacijo mikrosatelitov (Zane in sod., 2002). Tradicionalne
metode izolacije mikrosatelitov, ki vkljuCujejo izdelavo genomske knjiznice organizma,
kloniranje in preverjanje velikega Stevila rekombinantnih klonov s hibridizacijami,
zamenjujejo novejSe tehnike. Zane in sodelavei (2002) so razvili metodo imenovano
FIASCO (Fast Isolation by AFLP of Sequences Containing Repeats). Metoda temelji na
restrikcijsko-ligacijski reakciji metode AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism).
Genomsko DNA razrezemo z izbranim restrikcijskim encimom in fragmente DNA
povezemo s sintetiziranimi nukleotidnimi adapterji. Pomnozevanje DNA fragmentov
poteka s PCR in zaCetnimi oligonukleotidi, ki so narejeni na podlagi nukleotidnega
zaporedja adapterjev. Sledi hibridizacija namnozenih DNA fragmentov z biotiliranimi
sondami, ki so specificne za mikrosatelitna zaporedja. DNA fragmente, ki so hibridizirali z
biotiliranimi sondami, zajamemo na paramagnetne delce, prevlecene s streptavidinom.
Nato DNA speremo iz kompleksa delec-sonda v dveh korakih. V prvem koraku DNA

speremo s temperaturno denaturacijo in nato v drugem koraku z NaOH. Oborjeno DNA v
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naslednjem koraku pomnoZimo s PCR. Pri tem uporabimo zacetne oligonukleotide, ki smo
jih uporabili pri pomnoZevanju DNA fragmentov. PCR produkte nato uporabimo za

izdelavo obogatene mikrosatelitne knjiznice.
2.3.2 Uporaba mikrosatelitov kot genetskih oznacevalcev

Mikrosateliti se uporabljajo kot genetski oznacevalci za identifikacijo osebkov, v
sorodstvenih Studijah, v populacijski genetiki, v varstveni biologiji in pri genetskem
mapiranju. Na nivoju populacij nam omogocajo ugotavljanje efektivne velikosti populacij,
proucevanje parjenja v sorodstvu, odkrivanja ucinka ozkega grla, socialne strukture med
osebki in genskega pretoka med populacijami. Zaradi svojega dolzinskega polimorfizma so
mikrosateliti zelo uporabni v populacijskih Studijah. Na voljo imamo nekaj matemati¢nih
modelov, ki nam sluzijo kot osnova za izraCun parametrov diferenciranosti populacije.
Med njimi sta najbolj uporabljana IAM model (infinite alleles model, Kimura in Crow,
1964) in SMM model (stepwise mutational model, Kimura in Ohta, 1978). IAM model ne
uposteva povratnih mutacij in homoplazij; izracun indeksov fiksacij temelji na varianci
frekvence alelov (F-statistika). SMM model temelji na varianci v dolzini alelov (R-
statistika). Danes poznamo tudi druge modele, ki so izpeljanke obeh osnovnih modelov
(Balloux and Lugon-Moulin, 2002).

Prednosti mikrosatelitov kot genetskih oznacevalcev so (You-Chun in sod., 2002, Estoup
in Angers, 1998):

* nasli so jih v vseh do sedaj analiziranih genomih,

* njihova pogostnost in razprSenost v genomu je odvisna od taksonomske skupine,

* vecinoma so brez ocitne funkcije,

* 5o variabilni, pogosto z visoko stopnjo polimorfizma in zaradi tega zelo

informativni,
* 5o lokusno specifi¢ni,
* dedujejo se kodominantno in po Mendlovih pravilih,

* bocne regije mikrosatelitov so ve¢inoma ohranjene med ozko sorodnimi vrstami.

Tehni¢ne prednosti uporabe so (Estoup in Angers, 1998):
* majhna koli¢ina tkiva, ker so pri PCR potrebne nanogramske koli¢ine DNA,
» elektroforetsko locevanje produktov PCR na visokolocljivostnih gelih,
* moznost doloCevanja dolzin mikrosatelitov na avtomatskih aparaturah z ustrezno

programsko opremo,



Plantan M. Optimizacija mikrosatelitnih lokusov pri morskem klobuku (Rhizostoma pulmo) 11
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2008

* informacije o zaCetnih oligonukleotidih in dolZinah alelov so primerljive med

laboratoriji.
2.3.3 Tezave pri uporabi mikrosatelitnih markerjev
2.3.3.1 Homoplazija

Homoplazija pri mikrosatelitih pomeni prisotnost vsaj dveh alelov z enako dolzino na
istem lokusu, ki imata razlicen izvor (slika 6). Dolzinski polimorfizem mikrosatelitov je
lahko zaradi homoplazije zavajujo¢. Velikostno homoplazijo lahko potrdimo s
sekvenciranjem namnozenih mikrosatelitov. Neupostevanje homoplazije pri populacijskih
Studijah vodi do podcenjevanja dejanske raznolikosti med populacijami (Jarne in Lagoda,
1996). Vpliv homoplazije na rezultate se zmanjSa s poveCanjem Stevila mikrosatelitnih
lokusov v raziskavi. Predvidevajo, da se homoplazija povecuje s stopnjo mutacij in s
casom divergence med populacijami (Estoup in Angers, 1998).
6 &0
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.._CAGCAGCAG? CAGCAGCAG.. .CAGCAGCAG.. . CAGCAGCAGCAG..
| | ]

&
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Slika 6: Homoplazija. 1z alela 1 (CAG); sta nastala alel 2 in 3. V alelu 3 je z mutacijo nastala Se ena
ponovitev CAG. V naslednji generaciji sta nastala iz alela 3 (CAG). dva nova alela od katerih ima eden eno
ponovitev motiva manj (alel 6) in je enak izvornemu alelu 1 ter alel 7 s Stirimi ponovitvami osnovnega
motiva. V drugi liniji se je ohranilo izvorno $tevilo ponovitev motiva. Na mikrosatelitnem lokusu so enaki

aleli 4, 5 in 6, Ceprav imajo razli¢en evolucijski izvor (Melinek in sod., 2002).
2.3.3.2 Nicelni aleli

Uspesno pomnoZzevanje mikrosatelitnih lokusov s PCR je odvisno tudi od prileganja
zacetnih oligonukleotidov na matricno DNA. Tockaste mutacije, substitucija ali delecija
baz na mestu prileganja lahko zmanjsajo ali preprecijo prileganje enega ali obeh zacetnih
oligonukleotidov. Nicelni aleli (angl. null allele) spadajo zato med tehni¢ne napake in
predstavljajo alele mikrosatelitov, ki se ne pomnozijo v PCR reakciji. Nicelnega alela ne
moremo odkriti, kadar je zamaskiran s pomnoZitvijo normalnega alela homolognega
kromosoma. Pri homozigotnem osebku ne dobimo nobenega produkta v PCR reakciji.

Genotip heterozigotnega osebka pa napacno interpretiramo kot genotip homozigota. Pri
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obravnavi populacije je navzoc¢nost nicelnih alelov glavni vzrok za veliko odstopanje med
dejansko in pricakovano heterozigotnostjo, ker je prisoten presezek homozigotov v
populaciji (Freeland, 2005). Nicelne alele lahko odkrijemo tudi kot odklon od Mendlovih
pravil dedovanja pri analizi izvora potomcev (Estoup in Angers, 1998). Kadar nicelni aleli
preve¢ vplivajo na analize, je treba za pomnoZevanje narediti nove zacetne

oligonukleotide.
2.3.3.3 Vezavno neravnovesje

Za mikrosatelitne lokuse velja splosna predpostavka , da se dedujejo neodvisno od drugih
lokusov. Zgodi se, da se frekvence alelov v populaciji razlikujejo od predvidenih frekvenc
alelov za katere velja predpostavka, da se dedujejo neodvisno. Lokusi takih alelov so v
vezavnem neravnovesju kar pomeni, da se aleli s teh lokusov dedujejo skupaj Se z drugim
lokusom. Vezavno neravnovesje pomeni statisticno povezavo med razlicnimi lokusi.
Vzroki za vezavno neravnovesje so mutacije, ki so se zgodile pred kratkim, selekcija ali

populacijska struktura.
2.3.3.4 Wahlundov pojav

Wahlundov pojav pomeni znizanje deleza heterozigotnih osebkov v populaciji, ker je
populacija razdeljena na subpopulacije. Ce ima dve ali ve¢ subpopulacij razli¢ne frekvence
alelov in se subpopulacije nahajajo v Hardy-Weinbergovem ravnovesju, potem ima celotna
populacija zniZzano heterozigotnost. V primeru, da ne poznamo mej subpopulacij in
zdruzimo osebke veC subpopulacij, bo takSna populacija odstopala od Hardy-
Weinbergovega ravnovesja in bo vodila v napacno predpostavljanje vpliva selekcijskih

faktorjev, ki favorizirajo homozigote (Freeland, 2005).

24 POMNOZEVANJE MIKROSATELITNIH LOKUSOV IN DOLOCANIJE
NJIHOVE VELIKOSTI

VeriZzna reakcija s polimerazo (PCR) omogoca in vitro pomnoZitev izbranega fragmenta
molekule DNA v dolocenih reakcijskih pogojih. S sintetiziranimi kratkimi oligonukleotidi
je doloCen fragment, ki se pomnozi v reakciji. PCR temelji na sposobnosti izmenicne
razklenitve dvovijatne DNA in sinteze komplementarne verige v kontroliranih pogojih.
Reakcija se zacne z locitvijo komplementarnih verig DNA s temperaturno denaturacijo nad
90 °C na enoverizne DNA. Nato se temperatura reakcijske meSanice spusti na temperaturo,
ki omogoci hibridizacijo zacetnih oligonukleotidov na enoverizne DNA. DNA-polimeraza

se premika po matri¢ni verigi DNA v smeri 3" proti 5° in podaljSuje komplementarno
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verigo od zacetnih oligonukleotidov v smeri 5° proti 3°. Nato se celotni cikel ponovi,
obiajno Stevilo ciklov je od 20 do 35. Stevilo fragmentov DNA v ciklih naraiéa

eksponentno.

Uspesnost pomnoZevanja mikrosatelitnih lokusov najprej preverimo na agaroznih gelih in
okvirno preverimo velikost pomnoZenih produktov. Za lo¢evanje pomnozenih fragmentov
po velikosti najpogosteje uporabljamo poliakrilamidno elektroforezo na plos¢ah ali
lo¢evanje v kapilarah, ki vsebujejo poseben polimer. Poliakrilamidni gel nastane s
polimerizacijo monomernih molekul akrilamida, ki se navzkrizno poveze z N,N'-metilen-
bis-akrilamid. Gel prestavlja zamreZzen matriks, skozi katerega potujejo fragmenti DNA
pod vplivom elektricnega toka od negativne proti pozitivnho nabiti elektrodi. Velike
molekule potujejo skozi gel pocasneje kot manjSe. Aparature za doloCevanje velikosti
fragmentov DNA so avtomatski sekvenatorji. Mi smo uporabljali sekvenator ALF Express
11.
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3 MATERIALI IN METODE
1.1 MATERIALI
3.1.1 Vzoreci tkiv

Meduze morskega klobuka smo ulovili s povle¢no koco v jugovzhodnem delu Trzaskega
zaliva. Ulovljenim meduzam smo takoj po ulovu odrezali koScek gonad. Vsak odrezan kos
tkiva smo posebej shranili v 96-odstotnem etanolu. Vzorce smo do izolacije DNA hranili
na -20 °C.

3.1.2 Mikrosatelitni lokusi

Optimizirali smo mikrosatelitne lokuse, ki so bili izolirani v predhodni $tudiji (Ramsak in
sod., 2005a, 2005b, Weldt in sod., 2005a, 2005b, 2005c). Mikrosatelitni lokusi so bili
izolirani po tehniki FIASCO (Zane in sod., 2002) iz ene meduze morskega klobuka,
ulovljene v Trzaskem zalivu. Nukleotidna zaporedja izoliranih lokusov so shranjena v
GenBank (priloga A). Zacetni oligonukleotidi za pomnozevanje s PCR so bili narejeni s
programom Primer 3 (Rozen in Skaletsky, 2000). V preglednici 1 so vodilni (ang. forward)
zacetni oligonukleotidi oznaceni s Crko F, povratni (ang. reverse) pa s ¢rko R. Vodilni
zacetni oligonukleotidi so bili oznaceni s fluorescentnim barvilom (Cy5), ki je potreben za

fluorescentno detekcijo na aparatu ALFexpress I1.

Preglednica 1: Pregled uporabljenih mikrosatelitnih lokusov

Lokus Motiv Nukleotidno zaporedje zacetnega DolZina
GenBank §t. oligonukleotida (5—3) klona
RHIZPUL MS1 ((AC)2(ACGC),)/(AC)(ACGC)(AC)(ACGC)AC F: TCTGCGGGTATCCCTCATAC 228 bp
DQ093644 R: CTCGCCATCAGGAGTCTCA

RHIZPUL MS2 (TG)«(TTA)(GT), F: TCACGCTTCGCATACACTG 300 bp
DQ093645 (GCT)(GTTY((GCT)3(GTT))AGCT), R: CTTTTTCAAGGGTCAGGCCT
RHIZPUL MS3 (GCT)(GTT)((GCT)5(GTT))(GCT)(GTA) F: GCTGGTTTGCGTTTGGTATT 406 bp
DQ075948 R: TTGCATACGTCCCACTGTGT

RHIZPUL MS4 (T(AC)2)1T(AC)s(T(AC),)s F: CTAATAGAAACTAATCTAGA 339 bp
DQO075951 R: GTATGATTACGTGAAACGAT

RHIZPUL MS5 (TACAC)(TACGC)(TACAC)4(TACAT)(TACAC) F: AGAGATGGAGGCGTGCAA 381 bp
DQ075950 ((TACAT)(TATACQC))(TACAT)(TACAC)(TGCAC), R: AGTTTGCGATGAAAATCGTG

((TACAC)(TACAA)),

GenBank st. - Stevilka pod katero je vpisan lokus v GenBank
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Encimi:
e 5U/ul Tag DNA-polimeraza (Fermentas)

* Proteinaza K (Fermentas)

3.1.4 Standardi DNA:
* GeneRuler™ 100bp DNA Ladder (100-1000 bp, Fermentas)
e GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus (100-3000 bp, Fermentas)
* Lambda DNA/Hind III Marker, 2 (Fermentas); 23130-125 bp
* 50-500 bp Ladder (Amersham), red¢en po navodilih proizvajalca

3.1.5 Puferske raztopine:
> Taq DNA-polimeraza v shranjevalnemu pufru (Fermentas)
* 20 mM Tris-HCI (pH 8,0)

e 1mMDTT
« 0,1 mM EDTA
« 100 mM KCl

* 0,5-odstotni neionski detergent P40
e 0,5-odstotni Tween 20

* 50-odstotni glicerol

> 10-krat koncentrirani PCR-pufer (Fermentas)
* 100 mm Tris-HCI (pH 8.8 pri 25 °C)
* 500 mM KCl
* 0,8-odstotni neionski detergent P40

> Sestava pufra 2x CTAB:
* 1,4 M NaCl
* 100 mM Tris-Cl
* 2-odstotni cetiltrimetil amonijev bromid (CTAB)
* 0,2-odstotni B-merkaptoetanol
e 20 mM EDTA
* pHS8.0

> Sestava nalagalnega pufra za agarozni gel:
e 0,05-odstotni bromofenolmodro

¢ 0,05-odstotni ksilen cianid v formamidu
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* 40-odstotna (wt/vol) saharoza v dH,O

> Sestava nanaSalnega pufra za poliakrilamidno elektroforezo:

* 1 mg dextran blue v 1 ml dimetilformamida

> Sestava elektroforetskega pufra 1x TAE (tris acetatni pufer):
e 0,04 M Tris-acetat
* 0,001 M EDTA
e pH&0

> Sestava TE pufra:
* 10 mM Tris-HCI, pH 8
* 1mMEDTA, pH 8

> Sestava 5-kratne zalozne raztopine TBE pufra:
* 445 mM Tris
* 445 mM borova kislina
e 1 mMEDTA

> Sestava »Bind silan«:
e 1000 pl 96-odstotnega etanola
e 250 pl 10-odstotne ocetne kisline
e 3 ul Bind silan

> ZaloZna raztopina etidijevega bromida s koncentracijo 10 pg/ml
3. 1. 6Aparature

- centrifuga (Sigma)

- cikli¢ni termostat GeneAMP PCR system1400 (Perkin Elmer)

- vodna kopel

- napajalnik visoke napetosti, uporabljen za agarozno gelsko elektroforezo

- kadicke za agarozno gelsko elektroforezo

- modeli za agarozne gele

- aparat za fluorescencno detekcijo fragmentov DNA Amesham Pharmacia Biotech
ALFexpress II in pripadajoca programska oprema (ALFwinSoftware)

- detekcijski sistem za slikanje agaroznih gelov BioRad (ZDA)
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3.2 METODE
3. 2. 11zolacija genomske DNA

Iz vzorcev tkiv smo izolirali genomsko DNA po metodi CTAB, ki jo je opisal
Winnepenninckx in sodelavci (1993). Od vzorCenega tkiva smo odrezali koscek tkiva
velikosti 3 x 3 mm in nato koS¢ke tkiv hitro osusili na zraku, da je izparel etanol. OsuSene
koscke tkiva smo dali v epice s 300 ul 2xCTAB ter dodali 2 pl proteinaze K (zaloZna
raztopina 20 mg/ml). Sledila je 60-minutna inkubacija v vodni kopeli pri 65 °C ali dokler
se tkivo ni razgradilo. Po koncani inkubaciji smo dodali kloroform ter nastalo mesanico
centrifugirali 5 minut na 4 °C pri 14000 g. Vodno fazo smo previdno prenesli v novo epico
in dodali 96-odstotni etanol v volumnu dvakratne preneSene vodne faze. MeSanico smo
pustili na ledu od 15 minut do ene ure. Nato smo centrifugirali pri 4 °C in 14000 rpm.
Nastalo usedlino smo sprali v 250 pl 70-odstotnega etanola in centrifugirali 1 minuto pri
4 °C in 14000 rpm. Etanol smo odstranili in DNA posusili na zraku ter jo raztopili v
50 pl pufra TE.

3. 2. 20ptimizacija veriZne reakcije s polimerazo

Namen optimizacije je bil optimizirati pogoje PCR za specificno pomnozevanje alelov na
petih mikrosatelitnih lokusih. Velikosti pomnoZenih alelov so osnova za izracun osnovnih
parametrov (H,, H., PIC, r), ki opredeljujejo mikrosatelitne lokuse. Prvotna reakcijska
meSanica s konénim volumnom 20 pl je vsebovala:

= 0,6 enote Tag-polimeraze

= 2 pl 10-krat koncentriranega pufra

= 2mM MgCl,

= 0,4 mM dNTP

= 0,25 uM vodilni oligonukleotid

= (0,25 uM povratni oligonukleotid

= 5ul DNA

= deionizirana in sterilna voda do volumna 20 ul

Med optimizacijo smo za vsak mikrosatelitni lokus posebej spreminjali temperaturni profil

in koncentracijska razmerja posameznih sestavin.

Temperatura prileganja zacetnega oligonukleotida je odvisna od njegove dolzine in deleza

baz citozina in gvanina, ki ju vsebuje. Velikost vseh zacetnih oligonukleotidov je bila v
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razponu 18 do 20 bp (glej tabelo 1, poglavje 3.1.2). Za izraCun talilne temperature (T.,)

zacetnih oligonukleotidov smo uporabili naslednjo enacbo (1):
T,=4°Cx(G+C)+2°Cx((A+T) (D)

Temperatura prileganja (T,) je 5°C pod izracunano talilno temperaturo (T,) zacetnega
oligonukleotida in nam je predstavljala izhodiS€e za optimizacijo verizne reakcije s
polimerazo. Izhajali smo iz zaCetnega temperaturnega profila:

= zacetna denaturacija: 94 °C 2 minuti

= denaturacija: 94 °C 1 minuta

= prileganje: 55 °C 30 sekund 20 ciklov

= podaljSevanje: 72 °C 1 minuta

= podaljSana polimerizacija: 72 °C 5 minut

Pri tistih mikrosatelitnih lokusih, kjer nismo uspeli doloc€iti temperature prileganja in
pridobiti specificnega produkta, smo uporabili »touch down« PCR profil:

= zacetna denaturacija: 94 °C 2 minuti

= denaturacija: 94 °C 1 minuta

= prileganje: 65-55 °C 30 sekund 10 ciklov

= podaljSevanje: 72 °C 1 minuta

= denaturacija: 94 °C 1 minuta

= prileganje: 55 °C 30 sekund } 25 ciklov

= podaljSevanje: 72 °C 1 minuta

» podaljSana polimerizacija: 72 °C 5 minut
3. 2. 3Elektroforetsko locevanje genomske DNA in PCR produktov
3. 2. 3. 1Priprava agaroznih gelov in elektroforeza

Agarozni gel smo pripravili tako, da smo stehtano koli¢ino agaroze zmesali z 1-kratnim
TAE pufrom in jo raztopili v pufru s segrevanjem v mikrovalovni pecici. Za loCevanje
genomske DNA smo uporabljali 1,2-odstotni agarozni gel in za lo¢evanje PCR produktov
2-odstotni agarozni gel. Ko je nastala bistra raztopina, smo jo ohladili na priblizno 50 °C
ter dodali etidijev bromid (3 pl zalozne raztopine etidijevega bromida na 100 ml gela). Gel
smo vlili v model in pocakali, da se ohladi. Vzorce smo zmesali z nanaSalnim pufrom in
vnesli v Zepke na agaroznem gelu. Poleg vzorcev smo na agarozni gel vnesli velikostni
standard z znano velikostjio DNA fragmentov. Sledilo je loCevanje vzorcev. Vzorce
genomske DNA smo loc¢evali v elektricnem polju z napetostjo 7 V/cm, PCR produkte pa
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pri 5 V/em. Po koncani elektroforezi smo gele pregledali na transiluminatorju pri valovni
dolZini 360 nm ter posneli fotografije z detekcijskim sistemom BioRad (ZDA).

Z agarozno elektroforezo genomske DNA smo ocenili kvaliteto in koli¢ino naneSene
genomske DNA. Pri locevanju PCR produktov pa smo pridobili podatke o okvirni velikosti

in koli¢ini pomnoZenih fragmentov.
3.2.3.2 Priprava aparature in lo¢evanje produktov PCR na poliakrilamidnem gelu

Velikosti produktov PCR smo dolo¢ili s poliakrilamidno gelsko elektroforezo na aparatu
ALFexpress II (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Svedska). Gelska kaseta je
sestavljena iz dveh steklenih plos¢; termo plosée in steklene ploscée. Obe plos¢i smo dobro
ocistili z destilirano vodo in alkoholom ter obrisali s papirjem brez dlacic. Na osuSeni
plosci smo nanesli raztopino Bind Silane. Premazali smo zgornjih 5 cm steklene plosce s
400 pl Bind Silana in zgornjih 2-3 cm termoplosce z 200 pl Bind Silana. Plo§¢e smo nato
nezno obrisali s papirjem, prepojenim z destilirano vodo. Za pripravo 0,5 mm debelega
gela smo vzeli 0,5 mm debel glavnic¢ek in 0,5 mm debela vmesnika. Nato smo spojili
stekleno plosco na termo plos¢o s kovinskimi SCipalkami in med obe plosc¢i vlili gel.
Uporabili smo 8-odstotni poliakrilamidni gel ReproGel High Resolution (Amersham
Pharmacia Biotech, Uppsala, Svedska). Gel je polimeriziral pod UV lugjo (REPROSet,
Amersham Pharmacia Biotech) v desetih minutah. Plos¢i s polimeriziranim gelom smo
nato vstavili v aparat ALFexpress II in v posodici na obeh straneh gela nalili 1-kratni TBE

pufer ter prikljucili obtok vode za enakomerno segrevanje plosc.

PCR produkte, oznacene s fluorescentnim barvilom (Cy5), smo pred nanosom na gel
denaturirali pri 90 °C za 3 minute in jih takoj nato prenesli na led. Pred nanosom vzorcev v
zepke gela, smo vzorce obtezili in obarvali tako, da smo jih zmesali z nanasalnim pufrom,
ki je vseboval modro barvilo in dimetilformamid. Nato smo vzorce nanesli v zepke gela.
Najvecji volumen, ki ga lahko nanesemo v en zepek, je 10 pl. V prvi, 20. in 40. Zepek smo
nanesli zunanji standard (fragmenti DNA velikosti 50 do 500 bp, Amersham).
Elektroforeza je potekala pod naslednjimi pogoji: napetost 1500 V, moc¢ elektricnega toka

15 W, temperatura gela 55 °C in ¢as vzorcenja 1 s.

Med elektroforezo fluorescentno oznaceni fragmenti DNA potujejo v stezi po gelu glede na
velikost. Laserski Zarek potuje skozi steklen vmesnik in je usmerjen v gel pravokotno na
smer potovanja oznacenih fragmentov. Laserski Zarek zadene ob fluorescentno oznaceno

DNA in vzbudi elektrone fluorescentne oznake. Svetlobo zaznajo fotodetektorji za stekleno
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plos¢o. Vsaka steza ima svoj fotodetektor. Signali fotodetektorjev se prenesejo v

racunalnik, kjer se prevedejo v elektroforegram.

Po koncani elektroforezi smo rezultate fluorescentne detekcije prenesli v program
AlleleLocator (Amersham Pharmacia, version 1.03) in izra¢unali velikost fragmentov
DNA.

3. 2. 4Velikostna analiza lo¢enih produktov PCR s programom AlleleLocator 1.03

AlleleLocator, verzija 1.03, je programski paket, ki se uporablja za kvalitativne in
kvantitativne analize fragmentov DNA, kot so mikrosateliti in minisateliti, skupaj s
aparaturami znamke ALFexpress™. Program podpira razli¢ne moznosti velikostne analize
in uporablja razlicne vrste standardov, kot so: zlati standardi, notranji in zunanji velikostni

standardi.

S programom AlleleLocator 1.03 smo dolocili dolzine alelov na podlagi potovanja
zunanjih standardov. Ker je program izpisal dolzine alelov z decimalnimi Stevili, smo
zaokrozili velikost alelov na celo Stevilo. Dolzino alelov smo zaokrozili na veckratnik

ponavljajoCega se motiva.
3. 2. SIzracun parametrov, ki opredeljujejo lastnosti mikrosatelitnih markerjev

V analizo je bilo vkljuc¢enih 13 osebkov iz katerih smo izolirali DNA. Dolzine alelov, ki
smo jih dobili v programu AlleleLocator 1.03, smo vnesli v raCunalniSki program
Cervus 3.0 (Kalinowski s sod., 2007) in izracunali opaZeno in pri¢akovano heterozigotnost
ter vrednost PIC.

Opazena heterozigotnost (H,) je delez heterozigotnih organizmov v vzorcu. Izracuna se z
deljenjem Stevila heterozigotov za dolocen lokus s celotnim Stevilom analiziranih osebkov

(Freeland, 2005). Na opazen delez heterozigotnosti vpliva Stevilo analiziranih osebkov.

Pricakovana heterozigotnost (H.) v populacijah z naklju¢nim parjenjem predstavlja
pricakovano frekvenco heterozigotov, ¢e je populacija v Hardy-Weinbergovem ravnovesju.

Izracunali smo jo po formuli (Nei, 1973):

m ,
He=1- 5 X’

i=1 .2)
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pri ¢emer je X; frekvenca alela, 1 in m pa Stevilo alelov, najdenih na tem lokusu.
Pricakovana heterozigotnost (H.) v nasem primeru temelji na petih lokusih in je izraCunana
tudi za vsak lokus. Povpre¢na vrednost H. vseh lokusov pa predstavlja diverziteto
populacije. S primerjavo vrednosti H. in H, lahko dolo¢imo, ali je heterozigotnost znotraj

populacije pomembno razli¢na od pri¢akovane po Hardy-Weinbergovem ravnovesju.

Vrednost PIC ali informativno vrednost lokusa smo izracunali v programu Cervus po
formuli (Botstein in sod., 1980):

PIC=1-3"p/-Y Y 20lp;
1;=1 I=1J=I+1 “.(3)

kjer je p: frekvenca i-tega alela in n Stevilo osebkov v proucevani populaciji.

Za preverjanje, kako se opaZena heterozigotnost pri posameznih lokusih ujema s
pricakovano heterozigotnostjo izra¢unano po Hardy-Weinbergovemu ravnovesju, smo
uporabili Hardy-Weinbergov eksaktni test v programu Genepop 3.1 (Raymond in Rousset,
1995). Nicelna hipoteza, ki jo testiramo, je, da je zveza gamet nakljuc¢na. Ocena verjetnosti
nicelne hipoteze je bila izraunana z metodo Markovske verige v programu Genepop 3.1.
Za tvorbo Markovskih verig smo uporabili naslednje vhodne vrednosti: vhodno Stevilo
(1000), stevilo serij (100), stevilo ponovitev (1000).

Frekvence nicelnih alelov smo izracunali po formuli, ki uposteva pri¢akovano in opazeno
heterizigotnost (Brookfield, 1996):

(He=-Ho)

(1 He) . (4)

Frekvence nicelnih alelov so bile izraCunane v tabeli Excell. Rezultati so prikazani v

preglednici 2 v poglavju 4.2.
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4 REZULTATI
4.1 IZOLACIJA GENOMSKE DNA

Meduzam morskega klobuka, ki smo jih ujeli v Trzaskem zalivu, smo odvzeli tkiva gonad.
Vzorce smo shranili v 96-odstotnem etanolu. Iz vzorcev smo po metodi CTAB izolirali
genomsko DNA. Slika 7 prikazuje izolirano genomsko DNA, ki smo jo locili na
agaroznem gelu, da smo dobili podatke o koli¢ini in kvaliteti. Koncentracija genomske
DNA je pri vseh vzorcih nizka. Lise pod velikostjo 564 bp predstavljajo najverjetneje
RNA, ki na PCR ponavadi nima posebnega vpliva. Nerazkosano genomsko DNA imajo
vzorci 36, 46 in 55 ter komaj zaznavno vzorec 56. Pri vseh drugih vzorcih je genomska
DNA moc¢no razkosana ali pa jo je tako malo, da se je na agaroznem gelu ne vidi. Ker za
pomnozevanje mikrosatelitnih lokusov z reakcijo PCR ne potrebujemo velikih kolic¢in
DNA in ker v ¢asu izdelave diplomske naloge nismo uspeli pridobiti svezih vzorcev smo se
odlocili, da delo kljub temu nadaljujemo. Izolirano genomsko DNA smo najprej red¢ili v

razmerju 1:50 v sterilni dvakrat destilirani vodi. V PCR smo nato uporabili redéeno DNA.

12 22 25 36 38 46 48

Slika 7: Izolacija genomske DNA iz meduze Rhizostoma pulmo z metodo CTAB. Na prvi in zadnji stezi je
nalozen velikostni standard Lambda DNA/Hind III Marker, 2 (Fermentas). Na stezah 2 do 14 je nalozeno
5 pl genomske DNA.

4.2 OPTIMIZACIJA VERIZNE REAKCIJE Z DNA-POLIMERAZO

Izbrani vzorci, na katerih smo optimizirali verizno reakcijo s 7ag DNA-polimerazo, so
oznadeni s Stevilkami 3, 5, 12, 22, 25, 36, 38, 46, 48, 54, 55, 56 in 57. Za vsak lokus smo

posebej optimizirali PCR pomnoZevanje.

Za prvo pomnozevanje mikrosatelitnih lokusov smo uporabili reakcijsko meSanico in
temperaturni profil, opisan v poglavju 3.2.2. Pri vseh mikrosatelitnih lokusih smo najprej
optimizirali temperaturni profil. Spreminjali smo temperaturo prileganja zacetnih
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oligonukleotidov v razponu od 50 °C do 65 °C. Izhodno temperaturo prileganja zacetnih
oligonukleotidov smo izbrali glede na izracunano talilno temperaturo zacetnih
oligonukleotidov (preglednica 2). Pri mikrosatelitih lokusih RHIZPUL MS1, RHIZPUL
MS3, RHIZPUL MS4 in RHIZPUL MS5 v poskusnem pomnoZevanju nismo mogli
dolociti tocne temperature prileganja zacetnih oligonukleotidov, zato smo uporabili »touch
down« PCR.

Preglednica 2: Optimizirani temperaturni profili za pomnoZevanje mikrosatelitnih lokusov.

Lokus Nukleotidno zaporedje zacetnega Izratunana Optimizirana Stevilo PCR
oligonukleotida (5 -3 Tw (°C) T, (°C) ciklov
A —"
RHIZPULMS2 y CTOGCCATCAGGAGTCTCA 6 53 33
T e = —"
R T —
R s e R~ —

T -talilna temperatura

T, - temperatura prileganja

Pri vseh lokusih so v produktu neoptimiziranih reakcij PCR prevladovali nespecifi¢no
pomnozeni fragmenti DNA, katerih dolZzina je variirala okrog dolzine mikrosatelitnega
lokusa, ali pa produkta ni bilo. Orientacijske vrednosti dolzine mikrosatelitnih lokusov so
predstavljale dolzine kloniranih fragmentov DNA z mikrosatelitno ponovitvijo (glej
preglednico 1). Po locitvi na agaroznem gelu so bili nespecificno pomnozeni fragmenti
DNA vidni kot razmazana lisa (slika 8). Z optimizacijo reakcije PCR smo zmanjSali
koli¢ino nespecifi¢nega produkta in pomnozili specifiéni produkt.
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Slika 8: Na agaroznem gelu loceni produkti neoptimizirane reakcije PCR za mikrosatelitni lokus RHIZPUL
MSI1 pri vzorcih 3, 5, 12, 22, 25 in 36. Na prvi stezi je velikostni standard GeneRuler™ 100bp DNA Ladder
Plus (100-3000 bp, Fermentas).
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4. 2. 10ptimizacija mikrosatelitne ponovitve na lokusu RHIZPUL MS1

Izracunana talilna temperatura vodilnega zacetnega oligonukleotida za lokus RHIZPUL
MSI1 je bila 62 °C in povratnega zacetnega oligonukleotida 60 °C. Za pomnozevanje smo
uporabili razlicico PCR imenovano »touch down«. V prvih desetih ciklih PCR smo
zniZevali temperaturo prileganja zacetnih oligonukleotidov od 65 °C do 55 °C in sicer za
1 °C na cikel. Optimiziran temperaturni profil za lokus RHIZPUL MSI je bil:

= zacetna denaturacija: 94 °C 2 minuti

= denaturacija: 94 °C 1 minuta

= prileganje: 65-55 °C 30 sekund 10 ciklov

= podaljSevanje: 72 °C 1 minuta

= denaturacija: 94 °C 1 minuta

= prileganje. 55 °C 30 sekund 35 ciklov

= podaljSevanje: 72 °C 1 minuta

= podaljSana polimerizacija: 72 °C 5 minut

Pri optimizaciji reakcijske meSanice smo najprej zmanjsali koncentracijo MgCl, iz izhodne
2mM na 1,5mM. S tem smo zmanjSali koli¢ino nespecificno namnozenega produkta.
Nato smo zmanjsali koncentracije dNTP-jev iz izhodne koncentracije 0,4 mM na 0,2 mM.
Na gelu smo nato videli vecjo koli¢ino specifi¢nih fragmentov ter manjSo koli¢ino kratkih
nespecifi¢nih fragmentov. V naslednjem koraku smo Se prepolovili koncentraciji obeh
zaCetnih oligonukleotidov iz 0,25 uM na 0,125 uM. Pomnozeni fragmenti loCeni na
agaroznem gelu so prikazani na slikah 9 in 10. Specificen PCR produkt nam je uspelo
pomnoziti v dvanajstih od trinajstih vzorcev. V vzorcih 55 in 57 je bila koli¢ina
namnozenega produkta majhna in skoraj neopazna na agaroznem gelu. Kljub temu je
koli¢ina zadostovala za loCitev na poliakrilamidnem gelu, ker ima le-ta vecjo lo€ljivost od
agaroznega gela. Kon¢na optimizirana reakcijska meSanica z volumnom 20 ul je
vsebovala:

= (0,6 enote Tag-polimeraze

= 2 pl 10-krat koncentriranega pufra

= 1,5mM MgCl,

* 0,2mM dNTP

= 0,125 uM vodilnega zacetnega oligonukleotida

= (0,125 uM povratnega zaCetnega oligonukleotida

= 5 ul DNA (izolirana DNA, red¢ena 1 : 50)

= deionizirana in sterilna voda do volumna 20 ul
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Slika 9: Na agaroznem gelu lo¢eni produkti optimizirane reakcije PCR za mikrosatelitni lokus RHIZPUL
MSI pri vzorcih 3, 5, 12, 22, 25, 36, 38, 46 in 48. Na prvi in 11. stezi je velikostni standard GeneRuler™
100 bp DNA Ladder (100-1000 bp, Fermentas).

Slika 10: Na agaroznem gelu loceni produkti optimizirane reakcije PCR za mikrosatelitni lokus RHIZPUL
MSI1 pri vzorcu 54 in produkti vzorcev 55 in 57, ki so pomnozeni pri istih pogojih. Na Cetrti stezi je
velikostni standard GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus (100-3000 bp, Fermentas).
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4. 2. 20ptimizacija mikrosatelitne ponovitve na lokusu RHIZPUL MS2

Najprej smo optimizirali temperaturni profil. [zracunana temperatura taljenja obeh zacetnih
oligonukleotidov je bila 60 °C. PCR reakcijo smo zaceli s temperaturo prileganja 55 °C in s
25 cikli pomnozevanja. Ker smo pomnozili premalo PCR produkta, smo povecali Stevilo
ciklov na 35. Kon¢ni optimiziran temperaturni profil za lokus RHIZPUL MS2 je bil:

= zacCetna denaturacija: 94 °C 2 minuti

= denaturacija: 94 °C 1 minuta

= prileganje: 55 °C 1 minuta 35 ciklov

= podaljSevanje: 72 °C 1 minuta

» podaljSana polimerizacija: 72 °C 5 minut

Tudi pri pomnozevanju lokusa RHIZPUL MS2 smo zmanjsali izhodno koncentracijo
MgCl, iz 2 mM na 1,5 mM. ZmanjSali smo tudi izhodno koncentracijo dNTP-jev iz
0,4 mM na 0,2 mM. S tem smo pridobili ve¢jo koli¢ino specifi¢nega produkta in manjsSo
koli¢ino kratkih nespecificnih fragmentov. V vseh vzorcih nam je uspelo pomnoziti
specificen PCR produkt, ki je prikazan na sliki 11. V vzorcih 3, 5, 55 in 57 je bila koli¢ina
pomnozenega produkta majhna in skoraj neopazna na agaroznem gelu. Kljub temu je
koli¢ina produkta zadostovala za loc¢itev na poliakrilamidnem gelu. Kon¢na optimizirana
reakcijska meSanica s kon¢nim volumnom 20 pl je vsebovala:

= 0,6 enote Tag-polimeraze

= 2 ul 10-krat koncentriranega pufra

= 1,5mM MgCl,

= 0,2mM dNTP

= (0,25 uM vodilnega zacetnega oligonukleotida

= 0,25 uM povratnega zaetnega oligonukleotida

= 5 ul DNA (izolirana DNA, red¢ena 1 : 50)

= deionizirana in sterilna voda do volumna 20 pl
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Slika 11: Na agaroznem gelu lo€eni produkti optimizirane reakcije PCR za mikrosatelitni lokus RHIZPUL
MS?2 pri vzorcih 12, 22, 25, 36, 38, 46, 48, 54, 56 in manjSa koli¢ina specifi¢nega produkta pri vzorcih 3, 5,

55 in 57. Na prvi in 15. stezi je velikostni standard GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus (100-3000 bp,

Fermentas).
4. 2. 30ptimizacija mikrosatelitne ponovitve na lokusu RHIZPUL MS3

Pri lokusu RHIZPUL MS3 smo najprej optimizirali temperaturni profil. Izracunana talilna
temperatura vodilnega zaCetnega oligonukleotida za lokus RHIZPUL MS3 je bila 60 °C in
povratnega zacetnega oligonukleotida 58 °C. Za pomnozevanje smo uporabili »touch
down« PCR. Postopno smo znizevali temperaturo prileganja zaCetnih oligonukleotidov v
prvih desetih ciklih za 1 °C na cikel in sicer od 65 °C do 55 °C. Kon¢ni optimiziran
temperaturni profil za lokus RHIZPUL MS3 je bil:

= zacetna denaturacija: 94 °C 2 minuti

= denaturacija: 94 °C 1 minuta

= prileganje: 65-55 °C 30 sekund 10 ciklov

= podaljSevanje: 72 °C 1 minuta

= denaturacija: 94 °C 1 minuta

= prileganje. 55 °C 30 sekund 35 ciklov

= podaljSevanje: 72 °C 1 minuta

= podaljSana polimerizacija: 72 °C 5 minut

Pri optimizaciji pomnoZevanja lokusa RHIZPUL MS3 smo v reakcijski meSanici zmanjSali
izhodno koncentracijo MgCl, iz 2 mM na 1,5 mM. Nato smo zmanjSali Se koncentracijo
dNTP-jev iz izhodne koncentracije 0,4 uM na 0,2 uM. V devetih vzorcih od trinajstih nam
je uspelo pomnoziti specificen produkt (slika 12). V vzorcih 3 in 25 je bila koli¢ina

pomnozenega produkta majhna in je slabo oziroma ni vidna na sliki 11. Kljub temu je
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koli¢ina zadostovala za locitev na poliakrilamidem gelu. Kon¢na optimizirana reakcijska

mesanica s kon¢nim volumnom 20 pl je vsebovala:

0,6 enote Tag-polimeraze

2 ul 10-krat koncentriranega pufra

1,5 mM MgCl,

0,2 mM dNTP

0,25 uM vodilnega zacetnega oligonukleotida

0,25 uM povratnega zacetnega oligonukleotida
5 ul DNA (izolirana DNA, red¢ena 1 : 50)

deionizirana in sterilna voda do volumna 20 pl

Slika 12: Na agaroznem gelu loceni produkti optimiziranega PCR-a za mikrosatelitni lokus RHIZPUL MS3

pri vzorcih 5, 12, 22, 36, 38 in 48. Pri vzorcih 3 in 25 je pri istih pogojih PCR prislo do slabsega
pomnoZevanja. Na prvi in 10. stezi je velikostni standard GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder (100-1000 bp,

Fermentas).
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4. 2. 40ptimizacija mikrosatelitne ponovitve na lokusu RHIZPUL MS4

Pri lokusu RHIZPUL MS4 smo najprej optimizirali temperaturni profil. Izracunana talilna
temperatura vodilnega zacetnega oligonukleotida za lokus RHIZPUL MS4 je bila 50 °C in
povratnega zacetnega oligonukleotida 54 °C. Za izhodno temperaturo prileganja zacetnih
nukleotidov smo izbrali 50 °C. V naslednjih reakcijah PCR smo zviSevali temperaturo
prileganja do 55°C. Vendar nam ni uspelo pomnoziti specificnega produkta. Pri
optimizaciji zaCetnega temperaturnega profila nismo nasli ugodne temperature prileganja,
zato smo uporabili »touch down« PCR. Pri »touch down« PCR, s katerim smo znizevali
temperaturo prileganja zacetnih oligonukleotidov v prvih desetih ciklih od 56 °C do 46 °C
za 1 °C na cikel, nismo mogli pomnoZiti specificnega PCR produkta. Nato smo uporabili
»touch down« PCR, pri katerem smo znizevali temperaturo prileganja v prvih dvanajstih
ciklih za 0,5 °C na cikel in sicer od 56 °C do 50 °C. Pri teh pogojih smo dobili specifi¢ni
produkt. Kon¢ni optimiziran temperaturni profil za lokus MS4 je bil:

= zacetna denaturacija: 94 °C 2 minuti

= denaturacija: 94 °C 1 minuta

= prileganje: 5650 °C 30 sekund 12 ciklov

= podaljSevanje: 72 °C 1 minuta

= denaturacija: 94 °C 1 minuta

= prileganje. 50 °C 30 sekund 35 ciklov

= podaljSevanje: 72 °C 1 minuta

= podaljSana polimerizacija: 72 °C 5 minut

Tudi pri optimizaciji reakcijske meSanice za lokus RHIZPUL MS4 smo najprej zmanjSali
izhodno koncentracijo MgCl, iz 2 mM na 1,5 mM in nato Se koncentracijo dNTP-jev iz
0,4 pM na 0,2 uM. S tem smo pridobili vecjo koli€¢ino specifi€nega produkta in zmanjSali
koli¢ino nespecificnega produkta. Uspelo nam je pomnoZiti specifi¢en PCR produkt v
petih od trinajstih vzorcev. Na sliki 13 so prikazani produkti PCR iz vzorcev 12, 25 in 38.
Produkti PCR iz vzorcev 48 in 54 niso bili vidni na agaroznem gelu, ker so se pomnozili v
premajhni koli¢ini. Vendar pa smo vse pomnozene produkte iz vseh vzorcev prikazali na
poliakrilamidnem gelu (priloga B in C). Koncna optimizirana reakcijska meSanica s
konénim volumnom 20 pl je vsebovala:

= 0,6 enote Tag-polimeraze

= 2 ul 10-krat koncentriranega pufra

= 1,5mM MgCl,

= 0,2mM dNTP

= (0,25 uM vodilnega zacetnega oligonukleotida
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= (0,25 uM povratnega zacetnega oligonukleotida
= 5 ul DNA (izolirana DNA, redcena 1 : 50)

= deionizirana in sterilna voda do volumna sterilna 20 pl
4. 2. 50ptimizacija mikrosatelitne ponovitve na lokusu RHIZPUL MS5

Najprej smo optimizirali temperaturni profil. IzraCunana talilna temperatura zacetnih
oligonukleotidov za lokus RHIZPUL MSS5 je bila 56 °C, zato smo za izhodno temperaturo
prileganja zacetnih nukleotidov izbrali 50 °C. V naslednjih reakcijah PCR smo zvisevali
temperaturo prileganja zacetnih oligonukleotidov od 50 °C do 55 °C, vendar nismo
pomnozili specifi€énega produkta. Zato smo uporabili »touch down« PCR, s katerim nam je
uspelo namnoziti specifi¢en produkt. Pri »touch down« PCR smo znizevali temperaturo
prileganja zacetnih oligonukleotidov v prvih dvanajstih ciklih od 56 °C do 50 °C za 0,5 °C
na cikel. Kon¢ni optimiziran temperaturni profil za lokus MSS5 je bil:
= zacCetna denaturacija: 94 °C 2 minuti

= denaturacija: 94 °C 1 minuta
= prileganje: 56-50 °C 30 sekund} 12 ciklov
= podaljSevanje: 72 °C 1 minuta

* denaturacija: 94 °C 1 minuta

= prileganje. 50 °C 30 sekund 35 ciklov
= podaljSevanje: 72 °C 1 minuta

= podaljSana polimerizacija: 72 °C 5 minut

Tudi pri lokusu RHIZPUL MS5 smo pri optimizaciji reakcijske meSanice najprej zmanjSali
izhodno koncentracijo MgCl, iz 2 mM na 1,5 mM in izhodno koncentracijo dNTP-jev iz
0,4uM na 0,2uM. S tem smo pridobili ve¢jo koli¢ino specificnega produkta. V
naslednjem koraku smo zmanjSali koncentracijo zacetnih oligonukleotidov iz 0,25 pM na
0,125 uM. Rezultat pomnozevanja je viden na sliki 13. Pomnozili smo specificen PCR
produkt v desetih od trinajstih vzorcih. Produktov PCR iz vzorcev 54, 56 in 57 nismo
prikazali na agaroznem gelu, ker smo specificen produkt pri teh vzorcih pomnozili v
premajhni koli¢ini. Vendar pa smo vse pomnozene produkte iz vzorcev prikazali na
poliakrilamidnem gelu (priloga B). Kon¢na optimizirana reakcijska meSanica s kon¢nim
volumnom 20 pl je vsebovala:

= 0,6 enote Tag-polimeraze

= 2 ul 10-krat koncentriranega pufra

= 1,5mM MgCl,

= 0,2mM dNTP



Plantan M. Optimizacija mikrosatelitnih lokusov pri morskem klobuku (Rhizostoma pulmo) 32
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2008

= (0,125 uM vodilnega zacetnega oligonukleotida

= (0,125 uM povratnega zacetnega oligonukleotida
= 5 ul DNA (izolirana DNA, red¢ena 1 : 50)

= deionizirana in sterilna voda do volumna 20 pl

Slika 13: Na agaroznem gelu loceni produkti optimiziranega PCR-a za mikrosatelitni lokus RHIZPUL MS4
in RHIZPUL MS 5 pri vzorcih 3, 12, 22, 25, 36, 38, 46 in 48. Na prvi, 5. in 13. stezi je velikostni standard
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder (100-1000 bp, Fermentas).
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4.3 DOLOCANIJE VELIKOSTI PCR PRODUKTOV NA POLIAKRILAMIDNEM
GELU

Produkte optimiziranih reakcij PCR smo nanesli na 8-odstotni poliakrilamidni gel.
Poliakrilamidni geli imajo visoko lo€ljivost, zato smo v Zepke gela nanesli ustrezen
volumen PCR produkta. Volumen naneSenih PCR produktov se je gibal od 3 pl do 10 pl.
PCR produkte v vzorcih s Stevilko 12 smo nanesli po 3 ul. PCR produkte, ki so se
namnozili v manjsi koli¢ini, kot je na primer koli¢ina PCR produktov v vzorcih 25 in 38,
smo nanesli na gel po 5 ul. PCR produkte, ki so bili slabo vidni na agaroznem gelu pa smo
nanesli v volumnu od 7 do 10 ul. Med slednje na primer spadajo PCR produkti v vzorcih
46, 55 in 57. Slike locitve PCR produktov na poliakrilamidnem gelu so priloZene v prilogi
B in C. V preglednici 2 je prikazan kon¢ni rezultat lo¢itve fragmentov. Velikost fragmentov
je izpisana v baznih parih (bp). Aleli, ki se niso pomnozili so oznaceni z 00. Velikosti
fragmentov smo izracunali v programu AlleleLocator 1.03.

Preglednica 3: Velikosti pomnozenih alelov pri 13 analiziranih vzorcih na petih mikrosatelitnih lokusih

Vzorec  RHIZPUL MS1  RHIZPUL MS2  RHIZPUL MS3  RHIZPUL MS4  RHIZPUL MSS

3 194 198 297 297 399 399 *00 *00 400 405
5 212 214 297 297 387 399 *00  *00 *00  *00
12 156 184 295 295 396 396 372 390 337 365
22 158 158 295 295 396 396 *00  *00 *00  *00
25 190 226 295 295 396 405 345 367 335 340
36 156 188 295 297 399 432 *00  *00 370 390
38 222 222 289 297 396 414 359 380 375 375
46 192 192 297 297 *00  *00 *00  *00 360 365
48 158 190 297 297 399 438 *00  *00 343 400
54 188 188 293 293 399 411 322 322 385 390
55 190 190 297 297 *00  *00 *00  *00 *00  *00
56 *00  *00 285 295 *00  *00 352 387 360 372
57 158 158 297 297 *00 _ *00 *00 _ *00 394 400

*00 — alel, ki se ni pomnozil

4. 4 IZRACUN PARAMETROV ZA OPREDELITEV MIKROSATELITNIH LOKUSOV

Velikosti alelov smo vnesli v racunalni$ki program Cervus in izracunali opazeno in
pricakovano heterozigotnost ter vrednosti PIC. Frekvenco nicelnih alelov smo izracunali v
tabeli Excell. Rezultati so navedeni v preglednici 4. Izracunana opazena heterozigotnost se
giblje od 0,3077 pri lokusu RHIZPUL MS2 do 0,9 pri lokusu RHIZPUL MSS. Lokusi
RHIZPUL MS3, RHIZPUL MS4 in RHIZPUL MSS5 imajo visoko izra¢unano opazeno
heterozigotnost (0,66—0,9). Pri vseh lokusih je izracunana opaZena heterozigotnost manjsa
od pricakovane heterozigotnosti. Najvecja razlika med obema nastopa pri lokusih
RHIZPUL MSI in RHIZPUL MS2, pri katerih je opazena heterozigotnost skoraj dvakrat
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manjSa od pricakovane heterozigotnosti. Najmanj$i odklon opazene od pricakovane
heterozigotnosti je pri lokusu RHIZPUL MSS.

Preglednica 4: Vrednosti opaZzene in pri¢akovane heterozigotnosti ter frekvenca nicelnih alelov

Lokus n  N. razpon alelov (bp) St. genotipov  H, H. P r PIC
RHIZPULMSI 13 13 156-226 11 0,500 0,942 0 0,306 0,895
RHIZPULMS2 13 5 285-297 6 0,308 0,609 0,014 0231 0,513
RHIZPULMS3 13 8 387-438 8 0,667 0,804 0,426 0,120 0,726
RHIZPULMS4 13 9 322-390 5 0,800 0,978 0,108 0,151 0,868
RHIZPULMS5 13 14 335-405 10 0,900 0,963 0,406 0059 0,909

n - Stevilo obravnavanih osebkov
N, - dejansko $tevilo alelov

H, - opazena heterozigotnost

H. - pricakovana heterozigotnost

r - frekvenca nicelnih alelov

PIC — informativna vrednost lokusa

P- odstopanje od Hardy-Weinbergovega ravnovesja

Testirali smo ali so aleli v Hardy-Weinbergovem ravnovesju. Najprej smo uporabili
program Cervus, ki za izracun uporablja x> test. Pri lokusu RHIZPUL MSI smo dobili
vrednost 0, pri lokusu RHIZPUL MS2 0,383, pri lokusu RHIZPUL MS3 0,989, pri lokusu
RHIZPUL MS4 0,297 in pri lokusu RHIZPUL MS5 0,517. Ker je v programu Cervus
omenjeno, da * test ni primeren za natan¢nejSe izracune smo zato za natanénej$i izracun
uporabili Markovske verige v programu Genepop 3.1 pod pogoji opisanimi v poglavju 3. 2.

5. Dobljene rezultate smo vnesli v preglednico 4.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 IZOLACIJA GENOMSKE DNA

Morski klobuk (Rhizostoma pulmo) sodi med klobu¢njaSke meduze, ki imajo polipno in
meduzno generacijo in je stalna vrsta v Sredozemskem morju. Zelo mu je podobna vrsta
Rhizostoma octopus, ki naseljuje Atlantski ocean. V zadnjih letih so se meduze morskega
klobuka mnozi¢no pojavljale v Jadranskem morju. V zimskih mesecih so Stevilne meduze
morskega klobuka tudi onemogocile ribolov. Tolik§no pojavljanje meduz morskega
klobuka nas je spodbudilo, da optimiziramo pomnoZevanje s PCR Ze izoliranih
mikrosatelitnih lokusov morskega klobuka. Glede na dostopne vire in podatke iz
podatkovne baze GenBank so mikrosatelitni lokusi, ki smo jih optimizirali prvi
mikrosatelitni oznacevalci izolirani iz morskega klobuka. Za optimizacijo pomnozevanja
mikrosatelitnih lokusov smo uporabili 13 vzorcev, ki predstavljajo 13 osebkov. Nasi vzorci
so bili koscki gonad meduz morskega klobuka, ki so bili shranjeni v 96-odstotnem etanolu.
Za izolacijo DNA smo uporabili metodo, ki vklju¢uje CTAB (Winnepenninckx in sod.,
1993). Izolirana DNA je bila slabe kvalitete, vendar smo kljub temu uspeli iz nje s PCR
pomnoziti mikrosatelitne lokuse. 1z slike 7 v poglavju 4.1 je razvidno, da je bila pri vseh
vzorcih koncentracija DNA izredno nizka. Koncentracijo DNA smo izmerili tudi s
spektrofotometrom in smo jo lahko dolo€ili samo pri treh vzorcih, ki so imeli razmerje
med absorbcijo pri valovnih dolzinah 260 (A0 nm) in 280 nm (Azsonm) 1,8+0,1. Pri vzorcu 5
smo izmerili izhodno koncentracijo DNA 88 ng/ul, pri vzorcu 22 178 ng/ul in pri vzorcu
56 675 png/ul. Pri ostalih vzorcih je bilo razmerje Aje nm/Azs0 nm pod vrednostjo 1,7 kar kaze
na kontaminacijo s proteini, ker imajo proteini vrh absorbcije pri 280 nm. Iz slike 7 je tudi
razvidno, da je pri vecCini vzorcev genomska DNA razpadla na fragmente, kar je lahko
posledica daljSega hranjenja vzorcev do izolacije DNA. Vzorci gonad morskega klobuka,
ki so oznaceni s Stevilkami 3, 5, 12, 22, 25, 36, 38, 46 in 48 so bili shranjeni v 96-
odstotnem etanolu tri mesece preden smo izolirali DNA. Vzorci 54, 55, 56 in 57 pa so bili
shranjeni osem mesecev do izolacije DNA. Dawson in sod. (1998) so primerjali obstojnost
DNA v vzorcih tkiv razli¢nih morskih nevretencarjev. Ugotovili so, da se je v 28 mesecih
najbolj razgradila DNA meduze uhatega klobu¢njaka. DNA so izolirali iz tkiva meduze
uhatega klobu¢njaka (Aurelia aurita), ki je bilo shranjeno v 70-odstotnem etanolu za 28
mesecev pri -13 °C. Izolirano DNA zaradi razpada na manjSe fragmente niso mogli ve¢
uporabiti za PCR. Ugotovili so, da je najprimernej$i nain shranjevanja tkiva meduz
uhatega klobuc¢njaka pri -80 °C. Predlagali so tudi alternativno metodo shranjevanja v
raztopini dimetilsulfoksida nasi¢enega z natrijevim kloridom pri -13 °C do 28 mesecev,

vendar je prisotna znatna razgradnja DNA.
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5.2 OPTIMIZACIJA VERIZNE REAKCIJE Z DNA-POLIMERAZO

Pri optimizaciji PCR prihaja do variacij pogojev pomnozevanja, ki vodijo do zmanjSane
koli¢ine PCR produkta ali do nespecificnega produkta. Na uspesnost pomnozevanja PCR
vplivajo sestavine in koli¢inska razmerja med sestavinami v reakcijski meSanici, koli¢ina
in kvaliteta matricne DNA ter temperaturni profil reakcije. V reakcijski meSanici morajo
biti ustrezne koncentracije pufra, magnezijevih ionov (Mg*"), zaletnih oligonukleotidov,

dNTP-jev, Tag-polimeraze in matri¢ne DNA (Innis in sod., 1999).

Najbolj primeren izbor za optimizacijo prvega parametra PCR je temperatura prileganja
zacetnih oligonukletidov, ker je optimalna temperatura prileganja predpogoj za zadostno
pomnozitev tarénega zaporedja in za zanesljive rezultate. Na temperaturo prileganja
vplivata dolzina in zaporedje zaCetnega oligonukleotida zato se pogosto razlikujeta
temperaturi prileganja zacetnih oligonukleotidov. V primeru lokusa RHIZPUL MS2 imata
zacetna oligonukleotida enako talilno temperaturo, zato smo zacetni temperaturni profil za
lokus RHIZPUL MS2 brez tezav optimizirali. Temperature prileganja izraCunane po enacbi
1 (poglavje 3.2.2) ne ustrezajo vedno optimalni temperaturi prileganja v reakciji PCR. To
ni v nasprotju s pricakovanji, ker je razvoj enacbe temeljil na hibridizacijskih poskusih, ki
so potekali pri visji koncentraciji soli (1 M). Zato je izraCunana temperatura prileganja le
izhodiS¢na temperatura za optimizacijo temperaturnega profila (Zakaria, 2006). Pri
optimizaciji temperaturnega profila za vse lokuse velja, da vi§ja temperatura poveca
specifi¢nost in hkrati zmanjSa ucinkovitost pomnozevanja, niZja temperatura pa zmanjsa
specifinost pomnoZevanja ter poveca koli¢ino produkta (Rychlik in sod., 1990). Pri
lokusih RHIZPUL MS1, RHIZPUL MS3 in RHIZPUL MS4 so se razlikovale temperature
taljenja obeh zacetnih oligonukleotidov zato smo uporabili temperaturni profil »touch
down«. S »touch down« PCR dosezemo vecjo specificnost pomnozevanja pri vi§jih
temperaturah in se v ve€ini primerov izognemo pomnozevanju regij s podobnimi zaporedji.
V prvih ciklih se pomnozijo popolnoma homologna zaporedja, ki se v naslednjih ciklih pri
nizji temperaturi pomnozujejo bolj u€inkovito. Vsaka sprememba pri temperaturi taljenja
med pravilnim in nepravilnim prileganjem daje dvakratno razliko v koli¢ini produkta na
cikel, kar pove€a razmerje med pravilnim in nepravilnim produktom (Innis in sod., 1999,
Rychlik, 1990). Pri optimizaciji pomnoZevanja 125 mikrosatelitnih lokusov pri koruzi so
pri vseh uporabili »touch down« PCR (Ogliari in sod., 2000).

Temperatura prileganja zacetnih oligonukleotidov se lahko spremeni s spremembo
koncentracij sestavin reakcijske meSanice za PCR (Alka in sod., 2003, Rychlik in sod.,

1990). Ioni Mg*" se v verizni reakciji z DNA-polimerazo veZzejo na matriéno DNA, dNTP-
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je in zacetne oligonukleotide ter so potrebni v ustrezni prosti koli¢ini za delovanje 7Tag-
polimeraze. Koncentracija ionov Mg”" vpliva na specifi¢nost produkta, prileganje zacetnih
oligonukleotidov, nastanek nezazelenih dimerov zacetnih oligonukleotidov, temperaturo
taljenja in encimsko specifi¢nost ter natan¢nost. Prebitek ionov Mg*" povzro¢a nepravilne
vgradnje nukleotidov pri sintezi nove DNA-verige in povecano nespecificno pomozZevanje.
Pri vi§jih koncentracijah MgCl, smo dobili ve¢je koli¢ine nespecifi¢nega produkta, kar je
bilo videti kot razmazana lisa pri loCevanju na agaroznem gelu. V reakcijski meSanici
lahko pride do odstopanj v koncentraciji ionov Mg**, ker magnezijeve raztopine tvorijo
koncentracijski gradient pri zmrzovanju. Zato je potrebno pred uporabo zalozne raztopine

MgCl, popolnoma odtaliti in premesati na vibracijskemu meSalniku (Zakaria, 2006).

Glavni vir fosfatnih skupin v reakciji so dNTP-ji, s katerimi tvorijo ioni Mg®" reverzibilne
komplekse. Vsaka sprememba koncentracije dNTP-jev vpliva na koncentracijo prostih
ionov Mg**. Koncentracija prostih ionov Mg”" mora presegati celotno koncentracijo dNTP-
jev za 0,5 mM do 3 mM (Innis in sod., 1999). Pri optimizaciji PCR smo znizali izhodne
koncentracije dNTP-jev in zaCetnih oligonukleotidov ter v ekvimolarnem razmerju tudi
koncentracijo ionov Mg®". Koncentracijo zaetnih oligonukleotidov smo zmanjsali pri
optimizaciji dveh lokusov (RHIZPUL MS1, RHIZPUL MSS5) iz 0,25 uM na 0,125 pM.
Zaradi tega se je povecala specificnost pomnozevanja in koli¢ina pomnozenih fragmentov.
Zaradi visoke koncentracije zacetnih oligonukleotidov se lahko le-ti nespecificno nalegajo
in nastane nespecificni produkt. Pri previsoki koncentraciji lahko zacetni oligonukleotidi

tvorijo tudi dimere in se ne nalegajo na matricno DNA.

Izhodne koncentracije 7ag-polimeraze, 0,6 U v 20 pul, nismo spreminjali. Vecje
koncentracije encima lahko povzrocijo nespecificno pomnozevanje. Vpliv na reakcijo PCR
ima tudi koncentracija in kvaliteta matricne DNA. Slika 7 v poglavju 4.1 prikazuje
izolirano genomsko DNA, ki je razkosana. Razkosanost matricne DNA pomeni slabo
izhodisCe za optimizacijo. Pri izolirani genomski DNA vzorcev 12, 25, 38 in 54 so vidni
fragmenti vseh velikostnih razredov. V teh vzorcih smo tudi pomnozili vseh pet
mikrosatelitnih lokusov in dobili ve¢je koliine specificnega produkta v primerjavi z
ostalimi vzorci. NajslabSe smo pomnozili mikrosatelitne lokuse v vzorcu Stevilka 55. V
tem vzorcu smo uspeli pomnoziti samo §tiri alele v dveh mikrosatelitnih lokusih. 1zolirano
genomsko DNA smo za PCR red¢ili v razmerju 1:50 v sterilni destilirani vodi. Z
redCenjem razredC¢imo tudi morebitne inhibitorje PCR, ki so lahko prisotni v izolirani
DNA. Matricna DNA naj ne bi imela prisotne inhibitorje DNA-polimeraz. Pogosti

inhibitorji so ostanki reagentov, ki se uporabljajo pri izolaciji nukleinskih kislin kot so soli,
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proteaze, organske spojine in SDS (Zakaria, 2006). Teh tezav je manj, ¢e DNA izoliramo s
komercialnimi kiti za izolacijo DNA (Smith in sod., 2003).

5.3 POLIAKRILAMIDNA ELEKTROFOREZA

NamnozZene fragmente DNA smo najprej locili z elektroforezo na agaroznem gelu, da smo
ugotovili, pri katerih pogojih PCR se aleli pomnoZzujejo. Pri lokusu RHIZPUL MS2 so se
pomnozili aleli v vseh vzorcih za razliko od ostalih vzorcev. Najve¢ alelov se nam ni
pomnozilo pri lokusu RHIZPUL MS4 in sicer osem. Aleli, ki se ne pomnoZijo so nicelni
aleli. Vzroki so lahko razgrajena genomska DNA na mestu mikrosatelitnega lokusa,
mutacije na mestu prileganja zacetnih oligonukleotidov in neustrezni PCR pogoji, ki so
onemogocili nadaljnjo verizno reakcijo s polimerazo (Selkoe in Toonen, 2006). Na
poliakrilamidnem gelu smo dolo¢ili velikosti pomnozenih fragmentov. Razlike v dolZinah
alelov za nekaj baznih parov so lahko posledica mutacij v bo¢nih regijah, insercije ali
delecije znotraj mikrosatelitnega motiva, ki je posledica zdrsa Tag-polimeraze na matricni
DNA med pomnozevanjem ter razlik pri detekciji velikosti alelov na poliakrilamidnih gelih
zaradi razlik v hitrosti potovanja fragmentov po gelu. Variabilnost alelov je lahko pogojena
z zgradbo lokusa, zaradi Cesar so ve€je moznosti napak pri namnoZevanju s PCR pri
dinukleotidnih motivih (npr. nastanek »stutter bands«). Z uporabo zunanjih in internih
standardov zagotovimo, da so napake pri doloc¢anju velikosti na poliakrilamidnem gelu ¢im
manjSe in tako je zagotovljena primerljivost med geli. Pri naSem delu smo uporabili
zunanje standarde. Na odstopanja v mobilnosti fragmentov pri elektroforezi vplivajo tudi
struktura in bazno zaporedje mikrosatelita ter razli¢ne fluorescencne oznake na fragmentih.
Zaradi tega lahko enako veliki fragmenti potujejo po gelu razli¢no hitro (Henry, 2001). Na
agaroznih gelih (slika 9 in 12) so bili vidni tudi kratki fragmenti z velikostjo pod 100 bp.
Se bolje so bili vidni kratki nespecifiéni fragmenti in zadetni oligonukleotidi na
poliakrilamidnem gelu (priloga B). Locevanja pravih alelov niso ovirali, ker so bile
velikosti le teh nad 100 bp.

Zanesljivost pomnoZevanja mikrosatelitnih lokusov je osnovni pogoj za genotipizacijo, ki
je podlaga populacijskim Studijam. Zagotoviti zanesljivo pomnoZevanje je Se posebej
pomembno v vzorcih, kjer je malo DNA in je le-ta pogosto razgrajena (vzorci iztrebkov,
perja, muzejski vzorci, dlake, luske...). Zato je potrebno mikrosatelitne lokuse pomnoziti
veckrat in primerjati rezultate genotipizacije. Ce se rezultati ujemajo, potem je postopek
genotipizacije zanesljiv in lokus lahko uporabljamo za nadaljne analize, v nasprotnem

primeru je potrebno lokus, ki se nezanesljivo pomnozuje izlociti. Na tak nacin lahko
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ugotovimo pomnozevanje laznih alelov (angl. false alleles) in izpad alelov (angl. allelic
dropout) (Broquet in Petit, 2004).

Najbolj polimorfen je bil lokus RHIZPUL MSS5, pri katerem je bila opaZena
heterozigotnost 0,9, najmanj polimorfen pa lokus RHIZPUL MS2 2z opazeno
heterozigotnostjo 0,308. OpaZena heterozigotnost je bila pri vseh lokusih manjSa od
pricakovane heterozigotnosti. Velika razlika med H, in H. je posledica velikega Stevila
homozigotov. Vzroki za primankljaj heterozigotov so lahko: nicelni aleli, Wahlundov
ucinek, nenaklju¢no parjenje in vezanost lokusa na gen, ki je pod selekcijskim pritiskom
(Freeland, 2005, Jones in Ardren, 2003). V nasem primeru je bilo sokrivo precenjeno
Stevilo alelov na nekaterih lokusih. Veliko odstopanje od Hardy-Weinbergovega ravnovesja
nakazuje tudi na nicelne alele. Nicelni aleli so prisotni pri §tirih lokusih od petih. Pri
lokusu RHIZPUL MS3 nismo pomnozili alelov v §tirih vzorcih od trinajstih vzorcev in pri
lokusu RHIZPUL MS4 nismo pomnoZili alelov v osmih vzorcih od trinajstih vzorcev.
Nicelni aleli vplivajo na opazeno heterozigotnost na lokusih RHIZPUL MS3, RHIZPUL
MS4 in RHIZPUL MSS5. Lokusa RHIZPUL MSI1 in RHIZPUL MS2 imata visoko

frekvenco nicelnih alelov zaradi velikega Stevila homozigotov.

P-vrednost je najmanjSa stopnja znacilnosti pri kateri Se zavrnemo nic¢elno hipotezo pri
danih podatkih. Ob predpostavljenem pogoju, da mora za statisti¢cno pomembno odstopanje
frekvenc alelov od Hardy-Weinbergovega ravnovesja biti P<0,05, je iz nasih rezultatov
razvidno, da je odstopanje statisticno pomembno pri lokusu RHIZPUL MS1 in RHIZPUL
MS2.

Vrednost PIC je najnizja pri lokusu RHIZPUL MS2 (0,513). Vrednost PIC je sploSna ocena
informativnosti genetskega oznacevalca ne glede ali se oznacevalci dedujejo vezano
(Botstein in sod., 1980). PIC je odvisen od Stevila alelov in frekvence vsakega alela na
lokusu oznacevalca. Vrednost PIC=0 predstavlja alel, ki je enak v vseh preiskanih osebkih
(njegova velikost se ne spreminja), medtem ko vrednost PIC=1 predstavlja najvecji mozen
polimorfizem (vsi aleli imajo razlicne velikosti). Vrednost PIC ostalih Stirih lokusov je
mnogo bolj visoka in je najvi§ja pri lokusu RHIZPUL MSS5 (0,909). Visoka vrednost PIC
dokazuje, da so nas$i optimizirani mikrosatelitni lokusi uporabni v genetskih Studijah, ker
so dovolj polimorfni. Ugotovljena variabilnost mikrosatelitnih lokusov daje moznost

njihove uporabe v populacijskih $tudijih.
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6 POVZETEK

Optimizirali smo pogoje verizne reakcije s 7ag-polimerazo za pet mikrosatelitnih lokusov
pri vrsti morski klobuk (Rhizostoma pulmo). Motivi mikrosatelitov so sestavljen iz di-, tri
in tetranukleotidnih ponovitev. 1z 13 vzorcev smo najprej izolirali genomsko DNA. Nato
smo optimizirali PCR pomnoZevanje za vsak mikrosatelitni lokus posebej. Najprej smo
optimizirali temperaturni profil PCR in nato koncentracijska razmerja posameznih sestavin
v reakcijski meSanici za PCR. Pri §tirih mikrosatelitnih lokusih smo uporabili »touch
down« PCR profil. Na pomnoZevanje lokusov je vplivala izolirana genomska DNA, ker
smo jo izolirali v nizki koncentraciji in je bila tudi fragmentirana. PomnoZene
mikrosatelitne lokuse smo locili na poliakrilamidni elektroforezi na sekvenatorju
ALFexpress II in dolocili dolzine alelov s programom AlleleLocator 1.03. Na lokusu
RHIZPUL MSI1 smo pomnozili 13 alelov, na lokusu RHIZPUL MS2 5 alelov, na lokusu
RHIZPUL MS3 8 alelov, na lokusu RHIZPUL MS4 9 alelov in na lokusu RHIZPUL MS5
14 alelov. Velikosti namnozenih fragmentov DNA so se gibale pri lokusu RHIZPUL MS1
od 156 do 226 bp, pri lokusu RHIZPUL MS2 od 285 do 297 bp, pri lokusu RHIZPUL MS3
od 387 do 438 bp, pri lokusu RHIZPUL MS4 od 322 do 390 bp in pri lokusu RHIZPUL
MSS5 od 335 do 405 bp. Dobljene dolZine alelov smo vnesli v racunalniSki program Cervus
za izraCun dejanske in pri¢akovane heterozigotnosti, vrednosti PIC in nicelnih alelov. Pri
vseh lokusih je bila izraCunana opaZena heterozigotnost manjSa od pri¢akovane
heterozigotnosti. Pri lokusih RHIZPUL MSI1 in RHIZPUL MS2 je bila opazena
heterozigotnost skoraj dvakrat manjSa od pricakovane in oba lokusa tudi odstopata od
Hardy-Weinbergovega ravnovesja. Frekvenca ni€elnih alelov je bila zelo visoka pri lokusih
RHIZPUL MS 1 (0,306) in RHIZPUL MS2 (0,231) ter zelo nizka pri lokusu RHIZPUL
MS5 (0,059). Obravnavani mikrosatelitni lokusi so visoko polimorfni, kar kazejo
izraCunane vrednosti PIC in so primerni genetski oznacevalci za populacijske Studije

morskega klobuka.
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PRILOGE

PRILOGA A: Izpisi iz GenBank

Lokus RHIZPUL MS1

LOCUS

DQ093644

453 bp DNA

linear INV 01-DEC-2005

DEFINITION Rhizostoma pulmo microsatellite MS1 sequence.
ACCESSION DQ093644

VERSION DQ093644.1 GI:73811116

KEYWORDS

SOURCE Rhizostoma pulmo

ORGANISM Rhizostoma pulmo
Eukaryota; Metazoa; Cnidaria; Scyphozoa; Rhizostomeae;
Rhizostomatidae; Rhizostoma.

REFERENCE 1 (bases 1 to 453)

AUTHORS Ramsak,A., Weldt,S. and Malej,A.

TITLE ©Novel microsatellite markers from Rhizostoma pulmo
JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2
AUTHORS Ramsak,A.,

TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (15-JUN-2005) Marine Biology Station, National
Institute
of Biology, Fornace 41, Piran SI-6330, Slovenia
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..453
/organism="Rhizostoma pulmo"
/mol type="genomic DNA"
/db xref="taxon:269554"
/tissue type="gonad"
/country="Slovenia"
repeat region 1..453
/note="microsatellite MS1"
/rpt type=tandem
ORIGIN
1 GGACGGATAC AATAAGCATT TGGTGCACAK ACCGAC GTT
61 ATGTCATGGC GCTCGAGAYT GABGTAAACA AGATATGAAA GCSACACACG CACGCACACA
121 CGCACGCACA CACGCACGCA CACACGCACG CACACACGCA CGCACACACG cAcGcAcCAWA
181 CGCACGCACA CACGCACACA CACACGCACG AATAAGAATA GAATAATAAA TACTTGTCAG
241 AACTGC AGCAG CTTTCAATCT TTGCTTGACA TCCAAGTAAC
301 TTGAAGGTTC ATCAAACATG TAGCTACGTA AGAGTAAGAG ATAAGAGGAA ATTAGAAATA
361 TAAATGTGAC GTGATCCAAG ATACGCTGCG AGTWAAGGTT TAGTGACATA CTATGTAACG
421 TTGTAAGAGT GATAATAATA AGGGAACGGC GCT

//

(bases 1 to 453)
Weldt, S.

and Malej,

A.

Z rdeco barvo je oznaceno mesto vezave zacetnih oligonukleotidov
Z rumeno barvo je oznacena regija z dolzinskim polimorfizmom.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=73811116&from=1&to=453&view=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=269554
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=269554
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Lokus RHIZPUL MS2

LOCUS DQ093645 414 bp DNA linear INV 01-DEC-2005
DEFINITION Rhizostoma pulmo microsatellite MS2 sequence.
ACCESSION DQ093645

VERSION DQ093645.1 GI:73811117
KEYWORDS
SOURCE Rhizostoma pulmo

ORGANISM Rhizostoma pulmo

Eukaryota; Metazoa; Cnidaria; Scyphozoa; Rhizostomeae;
Rhizostomatidae; Rhizostoma.

REFERENCE 1 (bases 1 to 414)

AUTHORS Ramsak,A., Weldt,S. and Malej,A.

TITLE ©Novel microsatellite markers from Rhizostoma pulmo
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 414)

AUTHORS Ramsak,A., Weldt,S. and Malej,A.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (15-JUN-2005) Marine Biology Station, National
Institute
of Biology, Fornace 41, Piran SI-6330, Slovenia
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..414
/organism="Rhizostoma pulmo"
/mol type="genomic DNA"
/db xref="taxon:269554"
/tissue type="gonad"
/country="Italy: Gulf of Trieste"
repeat region 1..414
/note="microsatellite MS2"
/rpt type=tandem
ORIGIN
1 caataraTcT AR C TGTAARAR AGGGTTGAAA CAAATTGAAC
61 TGGCCTTACA CTAATAATAT ATTTAGATGT GTGTGTGTGT GTTAGTGTGT GTCCCTTCCG
121 TGAGTATTAC CCCTTCCGTG AGTATTACCC CTTCTGTGAG TATTACCCCT TCCGTGAGTA
181 TTACCCCTTC TGTGAGTATT ACCCCATCAT TTTTACTCAT TCTTCATAAA TAAAAAGTTT
241 CTGTAAAGCC CATTCTACAA AACAAAGACA TATTTGATAA GTGGATATGC T
301 GCCAGTATT GGTGTTCTTT GCTAGCCACA TAGTTTTGGT ACTCAGTGTT
361 TCCTTAGTGA TTCTCAATTC GATGCTAACA GCTGCTACAA ATAATTGATA CAAT

//

Z rdeco barvo je oznaceno mesto vezave zacetnih oligonukleotidov
Z rumeno barvo je oznacena regija z dolzinskim polimorfizmom.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=73811117&from=1&to=414&view=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=269554
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=269554
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Lokus RHIZPUL MS3

LOCUS DQ075948 510 bp DNA linear INV 01-DEC-2005
DEFINITION Rhizostoma pulmo microsatellite MS3 sequence.
ACCESSION DQ075948

VERSION DQ075948.1 GI:71082594

KEYWORDS

SOURCE Rhizostoma pulmo

ORGANISM Rhizostoma pulmo
Eukaryota; Metazoa; Cnidaria; Scyphozoa; Rhizostomeae;
Rhizostomatidae; Rhizostoma.

REFERENCE 1 (bases 1 to 510)

AUTHORS Ramsak,A., Weldt,S. and Malej,A.

TITLE ©Novel microsatellite markers from Rhizostoma pulmo
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 510)

AUTHORS Weldt,S., Ramsak,A. and Malej,A.

TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (26-MAY-2005) Marine Biology Station, National
Institute
of Biology, Fornace 41, Piran SI-6330, Slovenia
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..510
/organism="Rhizostoma pulmo"
/mol type="genomic DNA"
/isolation source="Adriatic Sea"
/db xref="taxon:269554"
/tissue type="gonad"
repeat region 1..510
/note="microsatellite MS3"
/rpt type=tandem
ORIGIN
1 rearcCTTCE Sl TTGTTGCTGA TGATGCTGCT GCAAGGCCTG
61 ATATTGACTA TACTTCTGTT TTTGGTCGTG TCCTGTTTGA TAATGTATTT GCTGCTGTTG
121 CTGCTGCTGT TGCTGCTGCT GTTGCTGCTG TACTGATGGG TAATATTGAT TCTGCTCTTG
181 GCGCTCCAAA GCCGGCGGGG GCGGGGGGAA GTCTTCTGGA GTTTTTGGGA GGGGCTGAGC
241 ATTTGAGATG TTTGGAACAG CATATTCAGT ACTCTGACTA GCACCTGTAA AATTACTGCC
301 ATATTGGGGT TGCATCGTGG GATTTCCAGG AGCAGGTATG CCAGATGCAT TACTCATTTC
361 AAAACTGTTC TCGGGGCTTA GAGTGGCGTT AGGCC TGCCG
421 AGAAACCATG CCACATCCCA TCAGATTTGG TGGCGAAGAA ATTTTGCGGG TTGGAGGGCC
481 TACGACCTTT ACAGGGGACC CAGTTGGGCT
//

Z rdeco barvo je oznaceno mesto vezave zacetnih oligonukleotidov
Z rumeno barvo je oznacena regija z dolzinskim polimorfizmom.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=71082594&from=1&to=510&view=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=269554
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=269554
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Lokus RHIZPUL MS4

LOCUS DQ075951 379 bp DNA linear INV 01-DEC-2005
DEFINITION Rhizostoma pulmo microsatellite MS4 sequence.
ACCESSION DQ075951
VERSION DQ075951.1 GI:71082597
KEYWORDS
SOURCE Rhizostoma pulmo
ORGANISM Rhizostoma pulmo
Eukaryota; Metazoa; Cnidaria; Scyphozoa; Rhizostomeae;
Rhizostomatidae; Rhizostoma.
REFERENCE 1 (bases 1 to 379)
AUTHORS Ramsak,A., Weldt,S. and Malej,A.
TITLE ©Novel microsatellite markers from Rhizostoma pulmo
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 379)
AUTHORS Weldt,S., Ramsak,A. and Malej,A.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (26-MAY-2005) Marine Biology Station, National
Institute
of Biology, Fornace 41, Piran SI-6330, Slovenia
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..379
/organism="Rhizostoma pulmo"
/mol type="genomic DNA"
/db xref="taxon:269554"
/tissue type="gonad"
/country="Slovenia"
repeat region 1..379
/note="microsatellite MS4"
/rpt type=tandem
/rpt_unit seg="tacacac"
ORIGIN
1 ccar i c T2 AAC TAAACTAAAC TAAAACTACA CTACACACTA
61 CACACTACAC ACTACACACT ACACACTACA CACTACACAC CACACACTAC ACACTACACA
121 CTACACACTA CACACTACAC ACTACACACT ACACACTACA CACTACACAC TACACACCAC
181 ACACTACACA CTACATACTA CATACTACAC ACTACACTAC TCTACAATAC ACTACACTAC
241 ACTACACTAC ACTACACTAC ACTACACTAC ACTACACTAC ACTACACTAC ACTACACTAC
301 ACACTACACT ACACTACACT ACACTACACT AAGCGAAGAG AGGAAACTGA AGREEEE

361 [EORG TCCG
//

Z rdeco barvo je oznaceno mesto vezave zacetnih oligonukleotidov
Z rumeno barvo je oznacena regija z dolzinskim polimorfizmom.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=71082597&from=1&to=379&view=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=269554
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=269554
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Lokus RHIZPUL MSS5S

LOCUS

DQO075950

414 bp DNA

linear INV 01-DEC-2005

DEFINITION Rhizostoma pulmo microsatellite MS5 sequence.
ACCESSION DQ075950

VERSION

KEYWORDS

SOURCE

Rhizostoma pulmo

DQ075950.1 GI:71082596

ORGANISM Rhizostoma pulmo

Eukaryota;
Rhizostomatidae;
REFERENCE 1
AUTHORS Ramsak,A.,

Metazoa;

Cnidaria;
Rhizostoma.
(bases 1 to 414)
Weldt, S.

Scyphozoa;

Rhizostomeae;

and Malej,A.

TITLE ©Novel microsatellite markers from Rhizostoma pulmo
JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2

(bases 1 to 414)

AUTHORS Weldt,S., Ramsak,A. and Malej,A.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (26-MAY-2005) Marine Biology Station,
Institute
of Biology, Fornace 41, Piran SI-6330, Slovenia
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..414
/organism="Rhizostoma pulmo"
/mol type="genomic DNA"
/isolation source="Adriatic Sea"
/db xref="taxon:269554"
/tissue type="gonad"
repeat region 1..414
/note="microsatellite MS5"
/rpt type=tandem
ORIGIN
1 TAATCAAACT ACAGGTCTTT ATTCGANCIEEEEESEEECTCccr TTACGGCCTC
61 TTGCAATAAA AGATGTTCTT GAGCAAAAGT ACCAAAAGGT AAGAACCATT TCACAATCAA
121 AATTTGCTCT TATTTGATTC TCGTATTCTA CAATACACTA CACTACACTA CACTACACTA
181 CACTACACTA CACTACACTA CACTACACTA CGCTACACTA CACTACACTA CACTACATTA
241 GACTACATTA TACTACATTA TACTACATTA CACTACACTG CACTGCACTA CACTACAATA
301 CACTACAATA CACTACAATA CACTACAATA CACTACAATA CACTACAATA CACTACAATA
361 CATGCACAAT TTTGGCTATG GMACAGCTTC ESCECICEEE AT
//

Z rdeco barvo je oznaceno mesto vezave zacetnih oligonukleotidov
Z rumeno barvo je oznacena regija z dolzinskim polimorfizmom.

National


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=71082596&from=1&to=414&view=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=269554
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=269554
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PRILOGA B1: Elektroforegram mikrosatelitov lokusov RHIZPUL MS1, RHIZPUL

MS2, RHIZPUL MS3, RHIZPUL MS4 (»gel view«)
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PRILOGA B2: Elektroforegram mikrosatelitov lokusov RHIZPUL MS1, RHIZPUL
MS2 (»curve view«)
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PRILOGA B3: Elektroforegram mikrosatelitov lokusov RHIZPUL MS2, RHIZPUL
MS3, RHIZPUL MS4 (»curve view«)
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PRILOGA C1: Elektroforegram mikrosatelitov lokusov RHIZPUL MS3, RHIZPUL
MS4 (»gel view«)
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PRILOGA C1: Elektroforegram mikrosatelitov lokusov RHIZPUL MS3, RHIZPUL
MS4 (»curve view«)
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