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Mitohondrijski transkripcijski faktor A (TFAM) je protein, ki je kodiran v jedru
celice in regulira zacetek transkripcije in podvajanje mitohondrijske DNA. Gen
TFAM je zanimiv pri vrstah, za katere nas zanima razvijanje genetskih markerjev,
povezanih s fizinimi zmogljivostmi zivali. Postavili smo hipotezo, da bi lahko
genetska variabilnost v genu TFAM imela vpliv na mitohondrijsko biogenezo in
posledi¢no na energetski metabolizem ter miSicno maso skeletnih misic pri razli¢nih
pasmah konj. Nukleotidno zaporedje gena TFAM smo pridobili z in silico
primerjalnim kloniranjem iz podatkovne zbirke projekta sekvenciranja konjskega
genoma. Program Matlnspector smo uporabili za analizo vezave potencialnih
transkripcijskih faktorjev. DNA smo izolirali iz krvi po metodi izolacije s fenolom iz
krvi sesalcev. Restrikcijsko analizo smo izvedli z metodo PCR-RFLP. Ugotovili
smo, da ima gen TFAM pri konju 7 eksonov in 6 intronov. Primerjava promotorja
med vrstami je razkrila ohranjena obmocja. NasSli smo 22 SNP-jev, 6 z
ugotavljanjem nukleotidnega zaporedja in 16 iz podatkovne zbirke sekvenciranja
konjskega genoma. SNP-ji v promotorju lahko vplivajo na izrazenost gena in Stevilo
mitohondrijev. SNP v intronu II se nahaja na vezavnem mestu za specifi¢ni misi¢ni
transkripcijski faktor Mt, zato obstaja moznost, da ima vpliv na razvoj misic in
fizi¢ne sposobnosti zivali. Nadaljnji poskusi na podlagi te Studije bodo omogocili
razvoj genetskih markerjev z vplivom na fizi¢ne sposobnosti konj.
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Mitochondrial transcription factor A (TFAM), a nucleus-encoded protein, regulates
the initiation of transcription and replication of mitochondrial DNA (mtDNA).
Characterization of the TFAM gene is of interest in the species where physical
performance plays an important role. Therefore we hypothesized that the genetic
variants in TFAM gene could have an impact on mitochondrial biogenesis and
consequently energy metabolism and skeletal muscle mass in different horse breeds.
The TFAM gene sequence was annotated using in silico comparative cloning of the
sequence retrieved from the Horse Genome Browser Gateway and the gaps were
closed with targeted region PCR amplification. Transcriptional regulatory elements
were searched for using Matlnspector. DNA was isolated from blood using phenol-
chloroform extraction. Genotyping was performed using sequencing and PCR-RFLP
method. It has been established that the equine TFAM gene consists of 7 exons and 6
introns. Multi-species promoter alignment revealed several conserved regulatory
elements. We identified 22 SNPs, six of them were found experimentally and 16
SNPs were retrieved from database searches. Promoter SNPs might affect the
expression level of the gene and mitochondrial number. Intron I SNP resides in the
binding site for the muscle specific transcription factor Mt and may affect muscle
development. The revealed genetic variability might be used for marker assisted
selection of racing horses.
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1UVOD

Mitohondrijski transkripcijski faktor A (TFAM) je protein, pomemben za transkripcijo
mitohondrijske DNA. Kodiran je v celitnem jedru in deluje na kontrolno obmocje

mitohondrijske DNA (angl. D-loop) (Casas in sod., 2000).

Mitohondriji so celi¢ni organeli in imajo zunanjo membrano, notranjo membrano in
matriks. Notranja membrana mitohondrijev je nagubana, da ima veliko povrSin za
razmestitev encimov dihalne verige in sintezo ATP. V plazmi matriksa je kroZzna molekula
DNA in ribosomi. Tkiva in organi, ki potrebujejo veliko energije, imajo vecje Stevilo

mitohondrijev (Voet D. in Voet 1.G., 1995).

.....

Na osnovi funkcionalnih in morfoloskih kriterijev lahko pri sesalcih razdelimo misi¢no
tkivo na: gladko misi¢no tkivo, precno progasto sréno misico in precno progasto skeletno

misi¢no tkivo (Voet D. in Voet 1.G., 1995).

Analiza mitohondrijev je smiselna pri Zivalih, pri katerih nas zanima razvijanje genetskih
markerjev z vplivom na njihovo fizi€no aktivnost. Mitohondrijski geni in njihovi
transkripcijski faktorji so tako dobri kandidatni geni za razvoj genetskih markerjev z

vplivom na mi$i¢no mo¢ in vzdrzljivost pri konjih.

Konj ima 64 kromosomov (62 avtosomov in dva spolna kromosoma). Konjski genom je bil
sekvenciran iz dveh razlogov. Pricakuje se, da bo pomagal identificirat funkcionalne
genomske znacilnosti sesalcev in omogocal odkrivanje genetskih vzrokov za bolezni pri
konjih. Konji in ljudje si delimo mnogo bolezenskih stanj (npr. alergije, artritis). Mapiranje
bolezenskih genov pri konjih bi pripomoglo k ugotavljanju bolezenskih genov pri ¢loveku

(Broad Institute, 2007).

Osnovni mehanizem mitohondrijske transkripcije, v katero spada tudi gen TFAM, usmerja

mitohondrijsko biogenezo in izraZanje genov. Mitohondriji so odgovorni za energijski
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metabolizem. Zeleli smo analizirati genetsko variabilnost gena TFAM pri konju in

.....

1.1 DELOVNE HIPOTEZE

1. Z informacijami iz podatkovnih zbirk je mozno pridobiti vsaj delno zaporedje gena
TFAM pri konju.

2. V genu za TFAM pri konju so prisotni polimorfizmi, ki vplivajo na aminokislinsko
zaporedje proteina TFAM.

3. Frekvenca mutacij v genu za TFAM je pri razlicnih pasmah razli¢na.

4. Nekatere mutacije v genu TFAM utegnejo imeti vpliv na fizicne sposobnosti konja.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 MITOHONDRIJSKI TRANSKRIPCIJSKI FAKTOR A — GEN TFAM

Gen TFAM je mitohondrijski transkripcijski faktor, ki je potreben je za transkripcijo
mtDNA. Transkripcija mtDNA poteka s promotorja lahke verige (angl. light strand
promoter, LSP) in promotorja tezke verige (angl. heavy strand promoter, HSP) ob
prisotnosti mitohondrijskih transkripcijskih faktorjev B1 (TFBIM), B2 (TFB2M) in
mitohondrijske  RNA polimeraze (POLRMT). Na sliki 1 je prikazan mehanizem
transkripcije mitohondrijske DNA. Transkripcija z LSP (Slika 2) tudi ustvarja RNA zafetni
oligonukleotid, ki je odgovoren za podvajanje mtDNA, torej je gen TFAM vkljucen tudi v
regulacijo Stevila kopij mtDNA (Chang in Clayton, 1984).

Sl. 1: Mehanizem transkripcije mitohondrijske DNA (Falkenberg in sod., 2002)
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Mitohondrijski transkripcijski faktor B1

TFEM1 TFBM2 :
| Mitohondrijski transkripcijski faktor B2
POLRMT Mitohondrijska RNA polimeraza
TFAM B Mitohondrijski transkripcijski faktor A
HSP LsSP
promotor promotor
teZke verige lahke verige
5
' TFEM
TFAM

LSP POLRMT

Sl. 2: Medsebojno vplivanje med mitohondrijskimi transkripcijskimi proteini ob zacetku transkripcije

mitohondrijske DNA (McCulloch in Shadel, 2003)

S tehnologijo izni¢enja genov (angl. knock out technology) pri misih so v heterozigotnih
zivalih za TFAM odkrili nizje Stevilo mitohondrijev na celico, pri homozigotnih Zivalih pa
ekstremno znizanje Stevila mitohondrijev, kar je povzroCilo prekinitev oksidativne

fosforilacije in letalnost (Larsson in sod., 1998; Falkenberg in sod., 2002).

Poznavanje gena TFAM je zanimivo za tiste zivalske vrste, pri katerih igrajo pomembno
vlogo fizi¢ne sposobnosti. Polimorfizmi v obmoc¢ju promotorja gena TFAM pri konjih bi
lahko direktno vplivali na njihovo mitohondrijsko aktivnost in fizicno sposobnost (Kunej

in sod., 2005).

Ugotovljeno je bilo, da je ena molekula mtDNA v povprecju prepletena z 900 molekulami
TFAM (Alam in sod., 2003) in da TFAM regulira Stevilo kopij mtDNA. Raziskave na
misih s poveCanim izrazanjem gena TFAM in izniCenim genom TFAM so pokazale
povezavo med koli¢ino proteina TFAM v mis$jih zarodkih ter Stevilom kopij mtDNA
(Ekstrand in sod., 2004). Prav tako je bil na celicah HeLa z metodo RNA interference

dokazan direkten vpliv ravni TFAM na Stevilo mitohondrijev (Kanki in sod., 2004).
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2.2 MISICE, MITOHONDRIJI IN ATP

Za krcéenje miSica potrebuje energijo, ki se spro$¢a zlasti pri izgorevanju ogljikovih
hidratov (glukoze) in mascobnih kislin. Pri miSicnem delu se sprosc¢a tudi mnogo toplote,
ki greje telo in omogoca kemicne procese v vseh telesnih celicah. MiSica opravlja delo
tako, da se na zivéno pobudo skr¢i in skrajSa, pri cemer se tudi zadebeli in postane trSa ter
bolj napeta kot v mirovanju. Ko Zivéna pobuda preneha, se miSica sprosti in postane
ohlapnejsa. MiSice potrebujejo veliko energije zato imajo veliko mitohondrijev. Na sliki 3

je prikazana miSi¢na celica z mitohondriji (Voet D. in Voet 1.G., 1995).

Genetska variabilnost v mtDNA ima vpliv na miSice, dokazano je bilo namre¢, da spadajo
med organe, ki jih mutacije v mtDNA najbolj prizadenejo mozgani, skeletna miSica, srce,

ledvica in jetra (D'Souza in Weissig, 2004)

Predniki danasnjega mitohondrija so bile bakterije, ki so v nekem Casu vzpostavile
znotrajceliéno simbiozo z zgodnjimi evkariontskimi celicami. Mitohondriji so zelo
pomembni, ker v njih potekajo respiratorni in oksidativno fosforilacijski procesi

(mehanizem produkcije ATP) (Stuart in Brown, 2006).

ATP je molekula, ki sluzi kot univerzalni prenasalec energije v biokemijskih procesih. V
mitohondrijih sta procesa transport elektronov in sinteza ATP povezana in odvisna drug od
drugega. Oksidativna fosforilacija je kombinacija teh dveh razli¢nih procesov. Proces
pretvorbe elektrokemijske energije (izvira iz razlik oksidoredukcijskih potencialov) v
kemijsko energijo (shranjena v ATP) razlaga mehanizem kemiosmozne sklopitve. Tok
elektronov gre preko sklopitvenih mest, pri tem se protoni precrpavajo skozi notranjo
mitohondrijsko membrano. Tako nastaja protonski gradient, saj koncentracija protonov v
medmembranskem prostoru glede na matriks nara$c¢a. Ko se protoni vracajo v matriks in se
gradient ru$i, se sproS¢ena energija porablja za nastanek ATP. Sinteza ATP poteka v

notranji mitohondrijski membrani (Boyer, 2005).
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Sl1. 3: Prikaz miSi¢ne celice z mitohondriji (Cell biology, 2007)

2.2.1 Proteini in transkripcijski faktorji, znacilni za miSico

V miSici se nahajajo znalilni proteini, kot na primer: miozin, G-aktin, tropomiozin,
troponin, a-aktinin, dezmin, vimentin, titin, nebulin, distrofin, C-protein in M-protein

(Voet D. in Voet 1.G., 1995).

Proces miogeneze (Slika 4) je tvorba miSi¢nega tkiva v €asu razvoja zarodka. MiSi¢na
vlakna se oblikujejo iz miSiénih mati¢nih celic mioblastov v vecjedrna imenovana
miotubuli (angl. Myotubes), iz katerih nato nastanejo miSi¢ne celice ali vlakna (Yahi in
sod., 2006).
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L

Sl1. 4: Proces miogeneze (Neuromuscular differentiation, 2007)

V razliénih stopnjah procesa miogeneze so v kontrolo izrazanja genov vpleteni
transkripcijski faktorji, kot na primer MyoD, MEF 2 (angl. Myocyte enhancing factor 2),
Mt, p38 MAP (angl. mitogen-activated protein) kinaza (Gao in sod., 1998; Lluis in sod.,

2006). Na sliki 5 je prikazana regulacija izrazanja dezmina v skeletnih miSicah.

Mt
MEF2 | \MyoD1

Sl. 5: Uravnavanje gena za dezmin s transkripcijskimi faktorji MEF2, Mt in MyoD1 (Gao in sod., 1998)
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2.3 OPIS POSTOPKOV DOLOCANJA NUKLEOTIDNEGA ZAPOREDJA GENOMA

Nukleotidno zaporedje genoma ugotovimo tako, da genom najprej razbijemo na majhne
naklju¢ne odseke in ugotovimo nukleotidno zaporedje vsakega posameznega odseka,
prekrijemo te majhne dele, kjer so nukleotidna zaporedja identi¢na in nadaljujemo
prekrivanje vedno vecjih delov, dokler ne zdruzimo vseh odsekov DNA. Reakcija za
dolo¢anje zaporedja zagotovi odsek DNA, ki je obicajno dolg 600 baznih parov. Najvec;ji
izziv pri projektu genoma je sestaviti vsa delna zaporedja v skupno zaporedje. Za
pridobitev pravilnega neukleotidnega zaporedja genoma vsebujejo genomski projekti
obic¢ajno 10-kratno pokritje (10X) za vsak bazni par v genomu. Ugotovljeno nukleotidno
zaporedje lahko nato primerjamo s posameznimi organizmi znotraj vrste ter z ostalimi
vrstami (Griffiths in sod., 2005). Ko pridobimo sekvenco genoma, sledijo postopki:
bioinformatike, primerjalne genomike (primerjava genomov med vrstami) in funkcijska

genomika (Studij interakcij genov).

Poznamo dva pristopa za doloCevanje nukleotidnega zaporedja genoma: naklju¢no

sekvenciranje in sekvenciranje urejenih klonov (Griffiths in sod., 2005).

2.3.1 Nakljuc¢no sekvenciranje celotnega genoma

Pri postopku naklju¢nega sekvenciranja (angl. Whole genome shotgun sequencing) najpre;j
ugotovimo nukleotidno zaporedje velikega Stevila klonov, nato pa jih uredimo na podlagi

informacije o njihovem medsebojnem prekrivanju (Griffiths in sod., 2005).

2.3.2 Sekvenciranje urejenih klonov

Pri pristopku sekvenciranja urejenih klonov (angl. Ordered clone sequencing) je ravno
obratno, najprej na podlagi informacij fizicnih markerjev (npr. STS (angl. Sequence
Tagged Site), RFLP) uredimo zaporedje prekrivajo¢ih klonov v fizi¢éno mapo, nato za tako

urejene klone ugotovimo nukleotidno zaporedje (Griffiths in sod., 2005).
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2.4 PROJEKT SEKVENCIRANJA KONJSKEGA GENOMA

Januarja 2007 je bil objavljen prvi osnutek konjskega genoma, ki obsega 6,8X pokritje
genoma. Sekvenciranje konjskega genoma je bilo izvedeno s pristopom naklju¢nega
sekvenciranja. Za 84% nukleotidnega zaporedja je Ze bila ugotovljena kromosomska
lokacija in zajema 1-31 avtosomov in spolni kromosom X. Na sliki 6 je prikazana naslovna
stran projekta sekvenciranja konjskega genoma. Poleg nukleotidnega zaporedja je bil
objavljen tudi spisek SNP-jev (posameznih nukleotidnih polimorfizmov), ki bo omogocil

mapiranje kvantitativnih in kvalitativnih lokusov pri konjih (Broad Institute, 2007).

BRO ﬂ D Home » Data * Genomic Sequences & Maps > Horse Genome

INSTITUTE .
Horse Genome Project

-

()

/)

ABOUT
Overview
History
Founders
Broad Community

ScIENCE

Scientific Programs The domestic horse, Equus caballus, is a member of the mammalian order Perrisodactyla. The

horse genome is being sequenced for two reasons. It is expected to help identify functional
genome features common to all mammals, and it will serve as a tool for researchers to better
Projects understand the diseases that affect equines. The recent creation of modern breeds and the

Scientific Platforms

RESOURCES presence of specific diseases within certain breeds together suggest that trait mapping may be
relatively easy within horse breeds. Since horses and humans share a number of medical

conditions (such as allergies and arthritis), mapping disease genes using horse populations

may in turn benefit human health.
Software

The goal of the equine genome =equencing project, performed maostly at the Broad Institute, is
a high-quality draft sequence of a female thoroughbred horse. BAC end reads for the project
INFORMATION were generated by the University of Veterinary Medicine, in Hanover, and the Helmholtz

Centre for Infection Research in Braunschweig, Germany. In addition, the project aims to

generate a large collection of single-nucleotide polymorphisms (SNPs), to allow the mapping of
Events Calendar genetic traits in horse populations. SMPs will ke identified from a wvariety of modern and
ancestral breeds, including the akal-teke, Andalusian, Arabian, Icelandic, Quarterhorse,
Standardbred and Thoroughbred. Gene annotation and analysis i currently ongeoing in

Outreach
News
Career Opportunities

Diversity Programs collaboration with the Equine genome research community.

Sl. 6: Naslovna stran projekta sekvenciranja konjskega genoma (Broad Institute, 2007)
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2.5 RAZISKAVE GENA TFAM PRI KONJU

V predhodnih raziskavah je bilo z metodami primerjalne genomike ugotovljeno delno
zaporedje gena TFAM pri konju (Kunej in sod., 2005). S primerjavo nukleotidnega
zaporedja med vrstami (Clovek, govedo, prasi¢, kokos, mis, podgana in Zaba) so ugotovili
ohranjena obmocja gena TFAM, ter v teh obmocjih izbrali zacetne oligonukleotide za
pomnozevanje DNA z metodo PCR. S tem pristopom so odkrili 348 baznih parov
kodirajocega obmocja (prve Stiri eksone), prve tri introne in 467 baznih parov obmocja 3'-
neprevedene regije in promotorja gena TFAM pri konju. V intronu II so odkrili SNP C>T,
ki je kazal jasne razlike v frekvenci alelov med pasmama lipicanec (0,72) in slovenski

galoper (1,00) (Dov¢ in sod., 2006).

2.6 RAZISKAVE GENA TFAM PRI CLOVEKU IN GOVEDU

Tako kot pri vseh sesalcih, je gen TFAM pri ¢loveku in govedu sestavljen iz sedmih
eksonov in Sestih intronov. Introni I, III in VI so manjsi od 600 bp. Preostali trije introni so

vecji od 1,8 kb (slika 7).

EXON | EXON2  EXON3 EXON 4 EXONS  ENOM& EXON 7
5 T ¥UTR
INTRON|  INTRON T INTRONNI  INTROMIV INTRONV INTRON VI
(871 bp}  (18S1bp)  (409bp) (1945bp)  (3499bp) (513 bp)
100 bp

Sl. 7: Organizacija gena TFAM pri cloveku. Navedene so dolzine eksonov in intronov (Reyes in sod., 2002)

Za gen TFAM so pri ¢loveku ugotovili sorodna nukleotidna zaporedja, ki jih imenujemo

psevdogenti, ki se nahajajo na kromosomih 7, 11 in X (Reyes in sod., 2002).

Pri govedu so v genu TFAM razvili genetske markerje za kvaliteto mesa. Dokazana je bila
povezava med polimorfizmi promotorja gena TFAM ter marmoriranostjo misic (angl.
marbling) in debelina podkoznega maséevja (angl. subcutaneous fat depth) (Jiang in sod.,
2005).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 LABORATORIJSKA OPREMA

Za delo v laboratoriju smo potrebovali:

= avtomatske pipete (10 do 1000pul)

= centrifuga 5417C

= kadicke za elektroforezo

= reagencne posodice

= pipetni nastavki

= tehtnica

= digestorij

= UV transiluminator — Gel Doc 1000
* mikrovalovna pecica

= mikroprocesorsko vodeni termostat

3.2 IZOLACIJA, PRIPRAVA IN ANALIZA DNA

3.2.1 Izolacija DNA iz Krvi

Genomsko DNA (deoksiribonukleinsko kislino) smo izolirali iz krvi po metodi izolacije s
fenolom iz krvi sesalcev. Uporabili smo vzorce Stirih pasem konj: tri kasace, enega
lipicanca, dva posavca in enega konja slovenske toplokrvne pasme. 400 ul krvi iz vsakega
vzorca smo odpipetirali v reagencno posodico (Eppendorf), katero smo predhodno
oznacili. Nato smo 200 pl iz vsake reagencne posodice prenesli v drugo, ki je bila prav
tako oznacena. Prvo serijo reagencnih posodic smo shranili na +4°C. V vsako reagencno
posodo smo dodali 800 ul TE pufra in centrifugirali pri 12000g (30s). Po konfanem
centrifugiranju smo previdno odlili supernatant. Postopek smo trikrat ponovili. Pelet

(usedlino) smo resuspendirali smo z 200 ul pufra za lizo (angl. lysis buffer) in 4pul

proteinaze K. Inkubirali smo najmanj 2 uri pri 56°C.

Gilson, Francija

Eppendorf, Nemcija
Pharmacia, Svedska
Eppendorf, Nemcija

Brand, Nemcija

Biorad, Nemcija

MJ Research, ZDA
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Kemikalije za izolacijo DNA:

= pufer za lizo 200 pl
= proteinaza K 4 ul

= PCI (fenol:kloroform:izoamil alkohol=25:24:1) 230 pl
= (I (kloroform:izoamil alkohol=24:1) 200 pl
= 96% etanol 500 pl
= 70% etanol 500 pl
= bidestilirana voda 30 ul

Pufer za lizo smo pripravili iz:

= Tris— HCI (pH 8,3) 20 mM
= MgCl, 1,2 mM
= KCIl 25mM

= 0,5% Tween 20

Vzorcem smo dodali 230 pl PCI (fenol:kloroform:izo-amil alkohol=25:24:1). Raztopino
smo premeSali na meSalcu (Vortex) in centrifugirali 11 minut pri 14000g. Zgornjo fazo
raztopine smo odpipetirali in prestavili v nove 1,5 ml reagenc¢ne posodice in ji dodali enak
volumen Cl (kloroform:izo-amil alkohol=24:1). Raztopino smo centrifugirali 10 minut pri
14000g in nato zgornjo fazo raztopine prenesli v nove 1,5 ml reagencne posodice, v katere
smo nato dodali 500 ul 96 % etanola, ohlajenega na temperaturo —20 C. Ob dodatku
etanola smo reagen¢ne posodice obracali do nastanka oborine, nato pa vzorce pustili na
temperaturi -20°C vsaj 30 min. Vzorce smo centrifugirali 10 min pri 10000g. Etanol smo
previdno odlili in dodali 500 pl 70 % etanola. Vzorce smo centrifugirali 7 minut pri
10000g. Po koncanem postopku smo odlili etanol in pustili reagenéne posodice 15 minut
odprte, da je alkohol izhlapel. Oborino smo tako posusili do voskaste konsistence in jo nato
raztopili v 30 pl bidestilirane vode. Izolirano DNA smo shranili pri 4 C. Naslednji dan smo

koncentracijo in degradacijo DNA preverili na 0,8 % agaroznem gelu.
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3.2.2 Elektroforeza DNA v agaroznem gelu

Elektroforeza na agaroznem gelu je metoda za locevanje molekul DNA po velikosti. To
metodo smo uporabljali za preverjanje uspesnosti izolacije DNA, uspesnosti produktov
PCR in RFLP. Opazovanje DNA omogoca EtBr (etidijev bromid), ki interkalira med baze
DNA in fluorescira pri svetlobi valovne dolzine okoli 300 nm. Koncentracijo agaroznega
gela smo prilagodili namenu uporabe. Za preverjanje uspeSnosti izolacije DNA smo

uporabili 0,8 % agarozni gel.

Predhodno smo pripravili elektroforetski pufer (TBE pufer):

* 0,045 M Tris boratni pufer
= 0,00l M EDTA

Za pripravo 0,8 % agaroznega gela smo potrebovali:

= 0,5x TBE pufer 60 pl
= agaroza (Sigma Chemical Co., St Louis, ZDA) 048 ¢
= EtBr (0,5 ul/ml) 0,5 ul

Agarozni gel smo pripravili iz agaroze in pufra TBE. MeSanico smo zavreli v mikrovalovni
pecici, da se je agaroza raztopila in jo nato ohladili na meSalu. Agarozni meSanici smo

dodali etidijev bromid (0,1 mg/ml) in zmes dobro premesali.

Za preverjanje koncentracije DNA smo uporabili horizontalno elektroforezno enoto
(Pharmacia, GNA 100). V model za gel smo vlili agarozo v teko¢i obliki in vstavili
glavnicke. Ko se je gel strdil, smo ga skupaj z modelckom vstavili v elektroforezno enoto z

0,5x pufrom TBE.

V luknjice na gelu smo previdno nanesli 5 do 15 pl vzorca, kateremu smo dodali 2ul
aplikacijskega pufra za nanaSanje vzorcev (0,25 % ksilen cianol v 40 % saharozi).

Aplikacijski pufer obarva in zgosti vzorec, zato ga lazje nanesemo na gel. Poleg tega ima
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barvilo v nevtralnem pufru negativen naboj, zato med elektroforezo potuje v isti smeri kot

DNA. To nam omogoca opazovanje poti DNA med elektroforezo.

Elektroforeza je potekala v horizontalni elektroforezni kadi pri sobni temperaturi od 15 do
25 minut, pri jakosti elektriénega toka 7 V/cm (Pharmacia, GNA 100). Po koncani
elektroforezi smo vzorce fotografirali s sistemom Gel Doc 1000 (BioRad, ZDA) pri 302

nm. Z elektroforezo smo preverili uspesnost izolacije DNA.

3.2.3 Verizna reakcija s polimerazo

PCR (angl. Polymerase chain reaction) je metoda za sintezo nukleinskih kislin v in vitro
pogojih (Mullis in Faloona, 1987), ki omogo¢a pomnoZevanje specificnih odsekov DNA.
Zacetek sinteze dolo¢imo z zacetnimi oligonukleotidi (angl. primer), ki so komplementarni
z mejnimi zaporedji nukleotidov ciljne DNA. Z reakcijo PCR smo uporabljali za

pomnoZzevanje odseka DNA v promotorju in intronu II gena TFAM.

Sestavine, ki smo jih potrebovali za 10 ul reakcijo, so:

= Bidestilirana voda 6,25 ul
= Ix PCR pufer (Ferments, Litva) I ul

= 200 uM dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 0,6 ul
= 25 mM MgCl, 0,6 ul
= 5'zacetni oligonukleotid (L) 0,25 ul
= 3'zacetni oligonukleotid (D) 0,25 ul
= Taq DNA polimeraza (Fermentas, Litva) 0,05 pul
= DNA 1 ul

Reakcijsko meSanico smo pripravili v lo€enem prostoru, kjer ni nevarnosti kontaminacije z
DNA in PCR produkti predhodnih reakcij. Ker je aktivnost polimeraze temperaturno
pogojena, smo DNA polimerazo vzorcem dodali na ledu. Vzorce smo vstavili v
mikroprocesorsko vodeni termostat (Applied Biosystem Gene Amp PCR System 9700,
ZDA).
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Reakcija je potekla v treh stopnjah. Zacne se z denaturacijo pri temperaturi 95°C in poteka
5 minut. Sledi ji 35 ciklov po naslednjem vrstnem redu: denaturacija pri 95°C (1 min),
vezava zacetnih oligonukleotidov pri 61°C (30 sek.) in sinteza komplementarne verige pri
72°C (1 min). Reakcijo smo koncali s podaljSano sintezo komplementarne verige pri 72°C
(5 min). Zaporedja zacetnih oligonukleotidov, ki smo jih uporabljali pri reakciji PCR so

navedena v preglednici 1.

Pregl. 1: Zaporedja zacetnih oligonukleotidov za reakcijo PCR

Podro¢je | Levi zaCetni olignuleotid (ime, | Desni zacetni olignuleotid (ime, | Ta
v genu nukleotidno zaporedje) nukleotidno zaporedje)
Promotor | ProSF: Pro5R: 61°C
CCTGACCTCAGAGCAGCG CCTGGACTCAAAGCCATCAT
Intron 2* | Intron2ECF: Intron2ECR: 61°C
TGCAGAAACCTAACCATTCG TCGACTCCTACATTTGAGAAGA
TG

*Zaporedje zacetnih oligonukleotidov je bilo dolo¢eno na zaporedju DNA pri prasicu, od zaporedja pri konju
se razlikuje v dveh nukleotidih desnega zacetnega oligonukleotida (pod¢rtano). Ta= temperatura prileganja

zacetnih oligonukletidov

3.2.4 Restrikcijska analiza; polimorfizem dolZin restrikcijskih fragmentov

Restrikcijski encim je bakterijski encim, ki reze DNA na specificnih delih sekvence.
Restrikcijsko analizo - RFLP (angl. Restriction Fragment Lenght Polymorphism) smo
izvedli za SNP v intronu II. S programom NEBcutter smo ugotovili, da je za ugotavljanje
zamenjave C/T mozno uporabiti Encim Xbal, ki ima prepoznavno zaporedje TCTAGA. Ce
je prisoten C (citozin), kot na sliki 8, bo prislo do cepitve produkta PCR, v primeru, da je

na tem mestu T (timin) encim Xbal ne bo cepil.

whal
HoulgaI11
EBfal
5 ... TATTCTAGAAATAG ... 3"
FL | Fio
3...ATAAGATCTTTATC ... &
whal
Hpyl&sI1l
Bfal

S1. 8: Zamenjava C>T v intronu II gena TFAM pri konju in mesto prepoznavanja restrikcijskega encima Xbal
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Sestavine, ki smo jih potrebovali za 10 pl reakcijo, so:

Bidestilirana voda 2,8 ul
restrikcijskega encima Xbal 0,2 ul (2 U)
produkt PCR 6 ul

pufer - Buffer Tango (Fermentas, Vilnius, Litva) 1 pul

Vzorce smo inkubirali ¢ez no¢ pri 37°C.

3.2.5 Ugotavljanje nukleotidnega zaporedja (sekvenciranje)

Z reakcijo PCR smo pomnozili Zeljeni odsek in sekvenciranje izvedli v sodelovanju s

podjetjem Macrogen (Seul, Juzna Koreja).

Ugotavljanja nukleotidnega zaporedja poteka po naslednjem principu:

Sekvenéna reakcija se izvaja s komercialnim kompletom ABI PRISM Big Dye™,

Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems). Ze pripravljeno

komercialno meganico Big Dye™ razred¢imo s 5x pufrom za sekvenciranje (Tris-HCI, pH

9,0, MgCl,) v razmerju 1:2. Reakcijsko meSanico pripravimo v ledni kopeli.

V reagencni epruveti pripravimo 15 pl mesanice:

4,5 ul redéene raztopine Big Dye™,;

3,2 pmolov zacetnega oligonukleotida;

200 — 500 ng dvoverizne DNA (dsDNA) oz.
30 — 90 ng produkta PCR oz.

0,6 — 1 ung DNA

bidestilirana voda (Sigma) do 15 pl

Reakcija tece v ciklicnem termostatu GeneAmp PCR 2400 (Perkin Elmer). Zacne se s 5-

minutno denaturacijo pri 95°C, tej pa sledi 30 ciklov.
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= denaturacija pri 95°C, 10 sekund
= prileganje zaGetnega oligonukleotida pri 50°C, 5 sekund;

= sinteza / terminacija pri 60°C, 4 minute

Fluorescentno oznaceni dideoksi-nukleotidi (ddNTP, terminatorji) se med sekven¢no
reakcijo naklju¢no vgrajujejo v novo sintetizirano DNA. Ker DNA-polimeraza ne more
nadaljevati sinteze preko ddNTP, so produkti reakcije razlicno dolgi in se koncujejo z

oznacenimi ddNTP.

Po koncani reakciji oznacene fragmente obarjamo z dodatkom 2 pl 3 M Na-acetata, pH 4,6
in 50 pl ledeno hladnega 96-odstotnega etanola. Fragmente obarjamo 10 minut v ledni
kopeli, zatem pa 30 minut centrifugiramo pri 20.000 x g. Oborino DNA speremo s 70%
etanolom, posusimo v vakuumski centrifugi in raztopimo v 12 pl komercialno pripravljene
raztopine TSR (angl. Template Suppression Reagent, PE Applied Biosystems). Po 2-
minutni denaturaciji pri 95°C in ohlajanju v ledni kopeli nukleotidno zaporedje vzorcev
analiziramo s kapilarno elektroforezo v aparaturi ABI PRISM® 310 Genetic Analyser (PE
Applied Biosystems) (Slika 9). Locevanje fragmentov temelji na principu kapilarne
elektroforeze. Elektroforetska locitev poteka pri visoki elektri¢ni poljski jakosti v kapilarah
iz silicijevega dioksida, napolnjenih s polimerom POP6 (PE Applied Biosystems). Za
obdelavo podatkov se uporablja programski paket DNA Sequencing Analysis Software 3,0
(PE Applied Biosystems).

S1. 9: Aparatura za kapilarno elektroforezo (ABI PRISM® 310 Genetic Analyser, PE Applied Biosystems)
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3.2.6 Bioinformatske metode

Pri delu smo uporabili Stevilne podatkovne zbirke in bioinformatske metode.

Pregl. 2: Podatkovne zbirke in bioinformatske metode, ki smo jih uporabljali pri delu
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Podatkovne zbirke

NCBI podatkovna zbirka, iz | http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
katere smo pridobili
nukleotidno zaporedje
Ensembl podatkovna zbirka, iz | http://www.ensembl.org/index.html
Genome katere smo pridobili
Browser nukleotidno zaporedje
Horse Genome | Projekt sekvenciranja | http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGatewy
Browser konjskega genoma
Gateway
Horse SNPs http://www.broad.mit.edu/mammals/horse/s
np/
Bioinformatske metode
Primer 3 iskanje zaporedij | http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
zacetnih bin/primer3/primer3_www.cgi
oligonukleotidov
The Segence | urejanje in  analiza | http://bioinformatics.org/sms/index.html
Manipulation nukleotidnih zapored;i
Suite
Matinspector analiza vezave http://www.genomatix.de/
transkripcijskih
faktorjev
NEBcutter program za iskanje | http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php
restrikcijskih encimov
ORFfinder Bralni okvir, ki pokaze | http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/orfig.cgi
kako se prepisujejo
nukleotidi
MultAlin Poravnava/primerjava | http://bioinfo.genopole-
nukleotidnih zaporedij | toulouse.prd.fr/multalin/multalin.html
(Corpet s sod., 1988)
MEGA3 Urejanje nukleotidnih | http://www.megasoftware.net/

zaporedij
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4 REZULTATI

4.1 DOLOCANJE NUKLEOTIDNEGA ZAPOREDJA GENA TFAM

Nukleotidno zaporedje gena TFAM pri konju smo pridobili iz podatkovne zbirke Horse
(Equus caballus) Genome Browser Gateway (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway).
Kot referen¢no sekvenco za pridobitev nukleotidnega zaporedja gena TFAM pri konju smo
uporabili cDNA gena TFAM pri prasicu (NCBI AY923074), ki smo ga pridobili iz
podatkovne zbirke NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 1z baze podatkov je bilo mozno
pridobiti podatek, da se gen TFAM pri konju nahaja na kromosomu 1. S primerjavo
nukleotidnega zaporedja cDNA in genov pri drugih vrstah smo ugotovili, da je
organizacija gena TFAM enaka kot pri drugih sesalskih vrstah (7 eksonov in 6 intronov).
Organizacija gena TFAM pri konju, z navedenimi dolzinami eksonov in intronov je
prikazana na sliki 10. Pridobiti je bilo mozno nukleotidno zaporedje za vse eksone in

introne v celoti. Nukleotidno zaporedje gena TFAM pri konju je navedeno v prilogi 1.

101bp  119bp  71bp 150bp  93bp  57bp  147bp

ekson 1 ekson 2 ekson 3 ekson4 ekson5 ekson6 ekson7

5 3
UTR UTR

Intron | Intron 1l Intronlll  Intron IV IntronV Intron VI
568bp  1267bp  415bp 3672bp  5730bp 768bp

S1. 10: Organizacija gena TFAM pri konju, z navedenimi dolzinami eksonov in intronov
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4.2 ANALIZA GENETSKE VARIABILNOSTI GENA TFAM

Nasli smo 22 SNP-jev in sicer 6 eksperimentalno, z ugotavljanjem nukleotidnega
zaporedja (promotor, ekson 1 in intron II) ter 16 SNP-jev s pomocjo iskanja v podatkovni

zbirki sekvenciranja konjskega genoma (introna IV in V) (Slika 11).

+42A/G

-17T/IC -302G/C -126C/G -T0G/T
t t t t

Promotor/UTR-5 intron 1
ekson 1

EXON1 EXON 2 EXON 3 EXON 4 EXON § EXON 6 EXON7

3 UTR

INTRONI INTRON II INTRON IlI INTRONIV INTRONV INTRON VI

S ——

+989C/T 6 SNPjev 10 SNPjev

S1. 11: SNP-ji gena TFAM pri konju

4.2.1 Analiza polimorfizmov v obmocju promotorja in eksona 1

Z ugotavljanjem nukleotidnega zaporedja gena TFAM pri sedmih konjih (Slika 12), ki
pripadajo Stirim razlicnim pasmam (lipicanec, slovenska toplokrvna pasma, posavec in
kasac) smo nasli §tiri SNP-je v obmocju promotorja (C-417T, C-302G, G-126C, A-70G) in
enega v eksonu 1 (G+42A), slika 12. Na vseh petih mestih, kjer smo ugotovili SNPje, smo

razliko v nukleotidnem zaproedju ugotovili samo pri lipicancih.
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| =¥ ]
Lipicanec TCCTGRCCTCAGAGCAGCGLGGGCCGCACCGLTAGCCOGTGETCCTGEAGETGRAACTGTCTGT TACGCACCGECCCT TCCEGCOGTCACAGELGGACGCCAGCCAGT GCCOAGTCEGERTGAGGCCGLCGE
SLT  TCCTGACCTCAGAGCAGCGCGHGCCGCACCGCTAGCCCGTGETCC TGGERGETGARCTGTCTET TACGCACCGECCLT TCCEGLCGTCACAGECGGRACGCCAGCCAGT GTCOAGTCGGGEGT GRGGCCGLCGE

Posavecl GAGCAGCECGEGCOGCACCGE TAGCCOGTGT CC TGEAGE TGRAC TGTCTGT TACGCACCGGECCT TCCGGECGTCACAGGLGGACGLCAGCCAGT GTCUAGT COGGGT GAGGLCGLCGL
Posavec? GAGCAGCECGEGLOGCACCGE TAGCCOGTGT CC TGGAGETGRAC TGTCTGT TACGCACCGGCCCT TCCGGLCGTCACAGGCGGACGLCAGCCAGT GTCOAGT COGEGT GAGHLCGLCGL
Kasacl 'lFI:GI:RCI:EGI;Cl.“IIIIEBCCEII.‘-HCRGEGWEGCCRGEFEIGTCCIIGTCWGEIERGEIEECEEC
Kasacd TGAGGLCGLCGE
Kazach TGAGGCCGCCGE
CONSEMSUS  «eueenen s RORE accget cctggagptpasctgtotgtlacgoaccpgecctiocggoogteacaggopgacgocagocagt gtocagtogppy TGAGGCCGLCGE
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220' 230 240 250 Eﬁ!

CGCGTCTCORCCAGCE TEOCGRCCOARGRGRGGERARC CARCAGCGGAGEG T BECGEGLOGEGEECAGRAC GLHGL TCAGCAGL GLCCCUGGOAGGECCAGEACCT TCCGCAGLCGAGC TERETCGCGGATTCC

Posavecl CGCGTCTCCRCOAGCCTCOCGGCCOARGAGAGGAACCARCAGCGGAGEG T GGCGGCIGHGEGEAGACGLHGL TCAGCAGCGLCLCLGECAGGELCAGEACCT TCCGCAGLCGAGC TEGETCGLGGATTCC
Posavec? CGCGTCTCCRCCAGCCTCOCGGCCOARGAGAGGRARCCARCAGCGGAGEG T GECGECOGEGEGEAGACGCHGE TCAGCAGCGCCCCCGEOAGGELCAGGACCT TCCGCAGLCGAGC TEGETCGCGGATTCD
Kasacl CGCGTCTCCACCAGCE TCOCGGCCOARGAGAGGRAACCAACAGCGGAGEG T BGCGECOGEGEGEAGACGCHEE TCAGCAGLGCCCCCGGCAGGGLCAGGACCT TCCGCAGCCGAGC TEGETCGCGGATTCE
Kasaed CGLGTCTCCACCAGCC TCCCGGCCOARGAGAGGAACCARCAGCGGAGEG T GGCGECOGEGEGEAGACGCHGE TCAGCAGCGCCLCCGGOAGGELCAGGACCT TCCGCAGCCGAGC TEGGTCGCGGATTCE
Kasaeh CGLGTCTCCACCAGCCTCOCGGCCOARGAGAGGARCCARCAGCGGAGEG T BECGECOGEGEGLAGACGCHGL TCAGCAGLGCLLCLGGOAGGELCAGGACCT TCCGLAGLCGAGCTERGTCGCGGATTCD
Conzensus CGCGTCTCCACCAGLCTCOCGGCCCARGRGAGGARCCARCAGLGGAGEGT BECEGLOGEGEGCAGALGLHGL TCAGCAGL GCCCCCGECAGGECCAGGACCT TCCGCAGLCGAGCTEEGTCGLGGATTCC

I
Lipicanec CGLGTCTCORCCAGLC TCCCGGRCCCARGRGAGGRARCCARCAGLGGAGEGTGECEGCGEGEGEAGRCGLHGE TCAGCAGLGLCCCCGEORGGCLCAGGACCT TCCGLAGCCGAGL TERGTCRCGGATTCC
SLT

261 270 280 290 J00 310 320 330 340 50 360 R IB0 330

| 1

Lipicanee CTTCCOCGCCCCGGAGCTCCTCCTCCTTCTCOGCAGTCCCGCCCACCHGEEAGGCCACTACGACGCCTGOGCCARAT TCTGCCTTGECCOGLCCCCTATCTACCAGCCGGGTATTATCCGATTTCCCATAG
SLT CTTCCOCGCCCCGGRGCTOCTCCTCCTTCTCOGCAGTOCLGLCCACCGGGEAGGCCACTACGACGLC TGOGCCARTTCTGCCTTEECCCGOCCCCTATC TACCAGCCGRGTAT TATCCGATTTCCCATAG
Posaveel CITCCOCGLCCCGRAGCTCCTCCTOCTTCTCOGCAGTCCOGCCCACCEGEERGECCACTRACGACGCCTGOGLCART TCTGCCT TELCCOGLCCCCTATCTACCAGCCGGGTAT TATCCGATTTCCCATAG
Posavee? CTTCCOCGCCCCGRAGCTCCTCCTOCTTCTCOGCAGTCCOGCCOALCEGGEAGECCACTACGACGCCTGOGCCART TCTGCCTTGLCCOGLCCCCTATCTACCAGCCGGGTATTATCCGATTTCCCATAG
Kazacl CTTCCOCGCCCCGRAGCTCCTCCTOCTTCTCOGCAGTCCOGCCOALCAGGEAGECCACTACGACGCCTGOGCCART TCTGCCTTGLCCOGCCCCCTATCTACCAGCCGGGTATTATCCGATTTCCCATAG
Kazacd CTTCCOCGCCCCGGRAGCTCCTCCTOCTTCTCOGCAGTOCOGCCCACCEGEEAGECCACTACGACGCC TGOGLCART TCTGCCTTGLCCOGLCCCCTATCTACCAGCCGGGTAT TATCCGATTTCCCATAG
Kasach CITCCCCGCCCCGGAGCTCCTCCTOCTTCTCCGCAGTCCCGCCCACCEGGEAGECCACTACGACGCCTGOGCCART ICTGCCTTGLCCOGLCCCCTATCTACCAGCCGGGTAT TATCCGATTTCCCATAG
Consensus CTTCCOCGLCCCEGRAGCTCCTCCTCCTTCTCOGCAGTCCOGCCOALCEGEGAGGCCACTACGACGCC TGOGLCART TCTGLCTTRLCCOGLCCCCTATCTACCAGCCGGGTATTATCCGATTTCCCATAG

391 Al 420 430 ddi A50 4B0 a7 dAgi 430 500 510 520

| 1

Lipicanec TGCCTOGCGAGTGGCGGGCATGATAGCARAATCAGGAGGETCGCACGLGEGT TCARGTTGTCTGTGT TGHGET TGLTCLTGT TGTGCARGGEGEL TCTACGAGGTGGCCCGGTCACCGLCTTGTCGRCELG
SLT TGCCTOGCCAGTGGCGGGUATGATAGCARAATCAGGAGGG TCGCACGLGGET TCARGTTGTCTEGGET TGEGGTTGCTCTGT TGTGCARGGGGGE TCTACGAGGTGGCCCGET CACCGLCT TGTCGGLGLG
Posavecl TGLCTCGCCRAGTGGCGGGCATGATAGCARARTCAGGAGGETCGCACGLGEGT TCARGTTGICTGGGT TGHGGTTGETCTGT TGTGCAAGGEGGE TCTACGAGGTGGECCGGTCACCGLCTTGTCGREELEG
Posavec2 TGLCTCGCCAGTGGCGGGCATGATRGCARARTCAGGAGGETCGLACGLGEGT TCARGTTGICTGGEGT TGEGETTGLTCTGT TGTGLARGGEGLL TCTACGAGGTGELCCGGTCACCGLCTTGTCGRCELG
Kagael TGLCTOGCCAGTGHCEGGCATGATRGCARARTCAGGAGGETCGLACGLGEET TCARGTTGTCTGGGT TGEGET TGLTCTGT TGTGCAAGGGGGE TCTACGAGGTGECCCGGETCACCGLCTTGTCGRCELG
Kazaed TGCCTCGCCRAGTGGCGGGCATGATAGCARARTCAGGAGGETCGLACGLGGET TCARGTTGTCTGGRGT TGGRGETTGLTCTGT TGTGCARGGEGEL TCTACGAGGTGECCCGGRTCACCGLCTTGTCGRCELG
Kazac§ TGLCTCGCCRAGTGGCGGGCATGATRAGCARARTCAGGAGGETCGLACGLGGGT TCARGTTGTCTGGGT TGGGGTTGLTCTGT TGTGCAAGGGGGL TCTACGAGGTGGCCCGATCACCGLCTTGTCGRLGLG
Conzengug TGCCTOGCcAGTEGCEGGCATGATAGCARARTCAGGAGGGETCGCACGLGEGT TCARGTTGTCTGEGT TGRGGT TGLTCTGT TGTGCAAGGEGEL TCTACGAGGTGECCCGGTCACCGLCTTGTCGRCELG

521 530 E x‘l 540 550 SE0 570 580 590 B0 610 620 630 640 E50

Lipicanec TGCARTGGCGCTTCTCCGGGGLGTGTGGEGCGTGLTGAGCGGLL TGAGCARGTCCGHAGCGGACCTGTGOGCGAGE TGTGGARGTCGGL TRCGCTCTCCCTTCAGG TAGGACCGCTCGCCTGOGC T TCAC
SLT TGCAATGGCGCTTCTCCGRGECGTGTGHGEGCGTGLTGAGLGGCL TRRGCARGT CCGGAGCGGACC TGTGCGCGAGE TGTGGARGTCGEC TGCGCTCTCCCTTCAGG TRGGACCGCTCGRCCTGOGC T TCAC
Posavecl TGCARTGGCGCTTCTCCGGGGLGTGTGGEGCGTGLTGAGCGECL TRRGCARGTCCGGAGCGGACCTGTGOGLGAGL TGTGGARGTCGGC TRCGL TCTCCCTTCAGG TAGGACCGCTCGCCTGLGC T TCAC
Posavec2 TGCARTGGCGCTTCTCCGGGGLGTGTGGEGEGTGLTGAGCGGEE TRRGCARGTCCGGAGCGGACCTGTGLGLGAGE TGTGGARGTCGGE TRCGLTCTCCCTTCAGG TAGGACCGLTCGCCTGLGCT TCAC
Kazacl TGCARTGGCGCTTCTCCGGEGGLGTGTGGEGEGTGLTGAGCGGEEE TRRGCARGTCCGGAGCGGACCTGTGLGLGAGE TGTGGARGTCGGE TRCGLTCTCCCTTEAGG TAGGACCGLTCGLCTGLGCT TCAC
Kazacd TGLAATGGLGCTTCTCCGEGGLGTETRGEGEGTGL TGAGCGGLE TRRGCARGTCCGGAGCGGACC TGTGLGLGAGL TGTGGARGTCGGL TRCGLTCTCCCTTEAGG TAGGACCGL TCGLCTGLGLT TCAC
Kagach TGLAATGGLGCTTCTCCGEGGIGTETHEEGEGTGL TERGCGGEEE TRRGCARGTCCGGAGCGEACE THTGLGLGAGE TGTGGARGTCGGL THCGLTCTCCCTTCAGG TAGGACCGL TCGLCTGLGCT TCAC
Congenzug TGCARTGGCGCTTCTCCRGGGLG TG TGEEGCGTGL TEAGCGGLL TaRGCARGTCCGEAGCGGACC TGTGOGCGAGE TGTGGARGTCGGL TRCGLTCTCCCTTCAGG TAGGACCGCTCGCCTGLGC T TCAC

651 E6O B 68O 630 F00 10 120 T 240 750 T60 i 780

I

Lipicanec CGGGCGGCGGGGLTC

SLT CGGGCGGLGGGGCTC
Pozavecl CGGGCGGCGGEGGCTCRA
Posawec? (GGGCGGCGGEGGCTCRA
Kasacl CGGGCGGLGGGGCTCAGGACGCGETEHGETCGGGLTGTGGACGC TTTCCCCCACT TTCTGTCCCT TCTAGGAGG TGAGGGCCACCT TRGCCTTCTGACT CAGACCTCGACCT TGCTGAGEGGATGATGGE
Kasacd  CGGGCGGLGGGGCTCAGGACGLGETEHGETCGGGL TETGGACGE TTTCCCCCACT TTCTGTCCCT TCTAGGAGG TGAGGGCCACCT TRGCCTTCTGACT CAGACCTCGACCT TGCTGAGEGGATGATGHE
o Kasach CGGGCGGLGEGGCTCAGEACGCGETERGETCGGGL TGTRGACGC TTTCCCCCACT TTCTGTCCCTTCTAGGAGG TGAGGGCCACCT TRGCCTTCTEACTCAGACCTCGACCT TR TGAGEGEATGA l&[it
neensus  COGGLEGLGEGELT S s v s v snnnnnas

ssssssssssEsssssssEsss RSN

sssssssssssssssassnssnsan

sssssssssnnan

sesssssssssrnnn

Sl. 12: Primerjava nukleotidnih zaporedij v promotorju in eksonu 1 gena TFAM pri sedmih konjih, ki

pripadajo Stirim razlicnim pasmam (lipicanec, slovenska toplokrvna pasma (SLT), posavec in kasac)

Zamenjava A/G v eksonu 1 ne spremeni aminokisline (sinonimna zamenjava), ker oba
tripleta CTA in CTG kodirata aminokislino leucin (slika 13). SNP v prvem eksonu ne

povzroci sprememb, ki bi vplivale na aminokislinsko zaporedje proteina TFAM.

ggcgettectecggggcgtgtggggcgtgetgageggectaage
M A L L R G V W G V L 5 G|L| S

1 atggcgecttctecggggcgtgtggggegtgetgageggectgage
M A L L R G V W G V L 5 G |L| S

Sl. 13: Mesto SNP-ja v eksonu 1. Na sliki je prikazano, da zamenjava A/G ne povzroCi zamenjave

aminokisline.
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Dodatno smo poleg posameznih razlik v nukleotidnem zaporedju ugotovili tudi vecjo

razliko, in sicer 195 bp dolgo insercijo v nukleotidnem zaporedju, pridobljenem iz

podatkovne zbirke sekvenciranja konjskega genoma (del promotorja distalno od —129 bp)

(Slika 14). Ker je bilo nukleotidno zaporedje pri sedmih konjih enako, smo predvidevali,

da predstavlja insercija nukleotidnega zaporedja napako. Z ugotavljanjem nukleotidnega

zaporedja smo pridobili 524 bp zaporedja 5'UTR/promotorja. Nukleotidno zaporedje iz

podatkovne zbirke projekta konjskega genoma smo v tem delu nadomestili z nukleotidnim

zaporedjem, ki smo ga pridobili z ugotavljanjem nukleotidnega zaporedja pri sedmih

konjih, ki pripadajo Stirim pasmam.

Lipicanec
5L

Posavecl
Pozavec?
Kazacl
Kasacd
Kasach
databazse
Consensus

Lipicanec

Posavecl

T AR-GRAGAGGARCCARCAG-COGAGGGET GG-CAGLC-~GGGGECAGACGLGHE T-CAGCAGCGLC~CLCHRCAGGECCAGGACC—T TCCGCAGCCGAGC TGRGTL

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 7o 380 330
1

AA=-GAGAGGARCCARCAG-CGGAGGGT GG-CGGLC--G66GGCAGACGLGGEE T-CAGCAGLGLC-CLCGECAGGLCCAGGACC—T TCCGCAGCCGAGE TGGGTC

AA-GAGAGGARCCARCAG-CHEAGHET GG-CHGCC--GGGEGECAGACGCGEE T-CAGBCABCGCC-CCCHGCARGGCCABGACC =T TCCGCAGCCGAGC TEGHETC
AA-GAGAGGAACCARCAG-CGEAGGET GG-CEGLC--GGEEGECAGACGCGEE T-CAGCAGCGCL-CCCHECAGBELCABGACC—T TCCGCAGLCGHGL TEEETC
AA=GAGAGGARCCARCAG-CGGAGGGT GG=CGGLC-~GGEEGECAGACGCEEE T-CAGCAGCGC-CCCHGCAGGECCAGGACC==TTCCGCAGCCGAGC TGEETC
AR-GAGAGGARCCARCAG-CGGAGGGT 6G-CGGLC-~GGGEGCAGACGCEELT-CAGCAGCGCC~CCCHGCAGGELCAGGACC~-T TCCGCAGCCGAGCTGHGTC
AA=GAGAGGAACCARCAG=CHEAGHGETGG=CHGCC==GGGEGCAGACGCGEE T=CAGCAGCGCE=CECHGCARGGCCABGACC==TTCCGCAGCCGAGC TGGHETC
AARGAGARGAACCACCAGACGEAGEET GEGTEGCCCGAGEEGANRACAGEEE TTARRCATCGCE TCCCHGAGEEGCCARGARCCT T TCGGAGLCCARACCGEGACCEEEGARTTTCCCTTTOCCEEGLCE
AR, GAGAEGARCCAACAG, COGAGEGT GG , cH6CC, . ghGEGCAgACECGGET , chgCARCELL , CLCG6CaGheCARGACT ., . TTCCGeablCgRARIEGEEEL s e s e s s ssssesssssssae

391 400 410 420 430 A4 450 460 470 480 490 500 510 5210

Kazacl
Kasacd
Kasach
databagse
Conzensus

Lipicanec
SLT
Posavecl
Pozavec?
Kazacl
Kasacd
Kasach

database
Congensusz

Lipicanec
SLT

Posavecl
Posavec?
Kasacl
Kazacd
Kasach
dat.abase

Consensus

HHHNNHHHNNHHHNNHHNNHH HNNHHHNNEHHNHHHENE HHNNHH NN RN HHN RSN RN HHNRHHHNHHHNN NN HRNNREMNNRGCCG TEEGGC TETCRC TTCTCTCTTTCGTT

B L L L L R T T L LT T T T T LT L T L L L T T R T T T

521 530 540 5l A 570 560 590 GO0 610 620 X1 G4y G5

BCGGATTCCCT T-CECCGLCCCELAGETCCT-CETCCTTCTCCGEAG TCCC-GLCCACCLGGEAGE-CLAL TAC-GACGEC- TGEGCCHA
GLGGATTCCCTT-CCCOGLCCCGBAGCTCCT-CETCCTTCTCCGEAGTCCC~GCCCACCGGGGAGG-CCAC TAC-GACGCC~-TGCGCCAR
GLGGATTCCCT T=-CCCOGLCCCGGAGCTOC T=CoTCCTTCTCCGEAGTCCC~GLCCACT GGGGAGG-CCAC TAC-GACGCC-TGCGCCAR
BCGGATTCCCTT=-CCCCGLCCCEGAGCTCCT=-CCTCCTTCTCCGCAGTCCC-GCCCACCEGREAGG-CCACTAC-GACGCC-TGCGCCAR
GLGGATTCCCT T=CCCCGLCCCEGAGCTCCT=COTCCTTCTCCGEAG TCCC=GCCCACCLGGEAGE=CCAL TAC=GACGLC=TGCGCCHA
GLGGATTCCCTT-CCCCGCCCCGBAGCTCCT-CCTCCTTCTCCGEAGTCCC~GCCCACCEEGGAGG-CCAC TAC-GACGEC - TGCGCCAR
GUGGATTCCCT T=CCCOGLCCCGGAGCTOC T=COTCCTTCTCCGEAG TCCC=GLCCACCGGGGAGG=-CCAC TAC=GACGCC=TGCGCCAR
CCCTGCATGTCTCAGTGAGT T TCGTCARGCGACCEEETTGGCGGEATCCCTTTCCCOGCCCCGGAGCTCCTTCCTCTTTTCCCGCAGTCCCCGCCCACCGGGEAGRECCAT TACCGACGCCCTHCGECAR
setesssstsssssriisnrsstnnbsssnsiesssssssBLOGALTCCCTT.COCCOGLCCCEHAGCTCCT LCCTCeTTet COGCAGTCCC  GECCACCGEGEAGE . CCACTAC . GACGLL . TECGeCAA

B51 BEO B0 (i) 80 Finin 710 720 730 740 750 760 ErLl i

TTCTECC-TTECCCCGCCCCC TAT-CTACCAGCCGGE=-TATTATCCGATTTCCCATAGTECCTC-GCGAG TR GGECATGATAGCARAAT CAGGAGGG TCGCACGCGLG T TCARGT TGTCTGTRT TGEG
TTCTGCC-TTGCCCCGLCCCC TAT-CTACCAGCCGGG-TATTATCCGAT T TCCCATAGTGCC TC~GCCAGTGGCGGGCAT GATAGCARAAT CAGGAGGE TCGCACGCGGET TCARGT TGTCTGGGET 166G
TTCTGCC-TTGCCCCGCCCCC TRAT-CTACCAGLCGGG-TATTATCCGATT TCCCATAGTGCC TC-GCCAGTGGCGGGCAT GATAGCARART CAGGAGGG TCGCACGLGLGT TCARGT TGTCTGEGT TGGG
TTCTGCC-TTGCCCCGLCCCCTAT=-CTACCAGC CGGE-TATTATCCGATTTCCCATAGTGCC TC~GCCAGTGGCGGGCATGATAGCARAAT CAGGAGEHGTCGCACGCGGGTTCARGTTGTCTGGGT TGGG
TTCTECC-TTECCCCGCCCCCTAT-CTACCAGCCGGE=-TATTATCCGATTTCCCATAGTECCTC-GCCAGTGRCGGECATGATAGC ARART CAGGAGGGTCGCACGCGGE T TCARGT TGTCTGEET TGEG
TTCTGCC=TTGLCCCGLCCCC TAT=CTACCAGCCGGG=TATTATCOGAT T TCCCATAGTGCC TC~GCCAGTGGCGEGCATGATAGCARAAT CAGGAGGE TCGCACGCGGET TCARGT TGTCTGGET 166G
TTCTGCC-TTGCCCCGCCCCC TAT-CTACCAGCCGGG-TATTATCCGATT TCCCATAGTGCC TC-GCCAGTGGCGGGTAT GATAGCARAAT CAGGAGGG TCGCACGCGGGET TCARGT TGTCTGEGT GGG
TITTTCCCTTGCTCCGTCTCCTTTTCTACCAGC CGGEGTATTATCCGATTTCCCATAGTRCC TCCGCCAGTGGCGGGCATGATAGCARART CAGGAGHGTCGCACGCGGGTTCARGTTGTCTGGGT TGGG
TTeTgll, TTECeLCGeCeClTaT LLCTACCAGCCGEE, TATTATCCGATTTCCCATAGTECCTE . GLeAGTGRLGGECATGATAGC ARART CAGGAGGGTCGCACGCGGG T TCARGTTGTC TGgGT TGEG

Sl. 14: Primerjava nukleotidnih zaporedij promotorjev gena TFAM pri sedmih konjih in nukleotidnega

zaporedja iz podatkovne zbirke projekta konjskega genoma. Na sliki je vidna 195 bp dolga insercija. N:

neznano nukleotidno zaporedje.

4.2.2 Analiza polimorfizma C989T v intronu 2 z metodo RFLP

Nukleotidna zamenjava C>T se nahaja na mestu +989 od zacetka znanega zaporedja

cDNA, zato smo SNP poimenovali C989T. Nukleotidno zaporedje, ki smo ga pomnozevali

pri metodi PCR ter SNP T>C so prikazani na sliki 15. Shema in slika agaroznega gela za

analizo SNP sta prikazani na slikah 16 in 17.
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tgcagaaacctaaccattcggtttgatgggctgtgaaataggagttatgacatattttttaccaaa
tagaaatgcgttaaatataattgggaactgatgaaaggtatt[T/C]tagaaatagcagcatgtag
agtgaaaagcccccggggaagaggatggaaaacttgaattttggtctagttgccattgecttagag
gaccactgaagagtcctttaatctcttgcttagctccttctgectcagggaattgttaatgaagtt
gcaaagaaataacttctctggaagtgttctgtaaactgtaaagctctatacaaattactgttaatt
tcgagagctttttcactgaaaattagttcttgtcttgggttcctgaagaaagttttccaggtagga
tgtttgttgcctccctagaaaggctgtggggecttcatttgtggttatagtgtaaagataataact
aaattaacaatagctaacctttgcttatgatttctaaaggcctttcacatgcagtaatcacagggc
acttgtggaaatcaaatgagctataataaaaattctcacattataaagagttggtgtaagaggcat
gcttaagtactcacatcttctaaaatgtaggagttga

SI. 15: Nukleotidno zaporedje, ki smo ga pomnozevali pri metodi PCR-RFLP za analizo SNP-ja C989T.

Nukleotidno zaporedje zacetnih oligonukleotidov je podértano.

Xbal
& 517 bp PJJOQQ&
] C
¥$t T
%, 5
| 627 bp |
627 bp — —

517 bp

110 bp

Homozigot Heterozigot Homozigot
TT CT cC

S1. 16: Shema analize PCR-RFLP za C989T v intronu II gena TFAM
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627 bp
217 bp

110 bp

TT CC TT 1T CT

1-4: kasaci, M: oznacevalec molekulskih mas, K: kontrola — heterozigot.

S1. 17: Agarozni gel PCR-RFLP za analizo C989T v intronu II gena TFAM

Analizo PCR-RFLP smo izvedli pri $tirih kasacih in enem kontrolnem vzorcu z znanim
genotipom. Stiri Zivali so imele genotip TT in ena genotip CC, frekvenca alela T je bila

0,75.

Z uporabo programa Matinspector smo ugotovili, da se SNP +989C/T nahaja v
potencialnem vezavnem mestu za transkripcijski faktor Mt (angl. myotube). V primeru
alela T Mt veZe to prepoznavno nukleotidno zaporedje. V primeru alela C vezavnega mesta
ni. Ob vezavnem mestu za Mt smo nasli tudi vezavno mesto za MEF2, kar prikazuje slika

18.

intron Il
+989C/T

Za miotubule znacilen
transkripcijski faktor

Mt

| |
Alel T: GGGAACTGATGAAAGGTATTTTAGAAATAGCAGCATG

Alel C: GGGAACTGATGAAAPGTATTC|Tf-\GAAATAGCAG|CATG

> T
Mt MEF2

S1. 18: Prikazano je obmocje Mt z vezavo alela T ali alela C in vezavno mesto za MEF2
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4.2.3 Insilico ugotavljanje polimorfizmov v genu TFAM

Iz podatkovne zbirke Horse (Equus caballus) Genome Browser Gateway je bilo mozno
pridobiti informacijo o 16 SNP-jih v genu TFAM. V prilogi A je celotno nukleotidno
zaporedja gena TFAM, na njem so oznaceni vsi SNP-ji. V prilogi B so navedeni podatki o

lokaciji Sestih SNP-jev iz introna 4 in desetih SNP-jev iz introna 5.

4.3 AMINOKISLINSKO ZAPOREDIJE TFAM PRI KONJU

Aminokislinsko zaporedje gena TFAM pri konju (slika 19) smo ugotovili s programom

OREF finder (Open Reading Frame finder) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/orfig.cgi).

1 =ztggogottoctoocggggogtgtggggogtgoctgagoggoctaage
M A L L B G ¥V W G ¥V L 5 G L 5

46 aagtccocggagocggacctgtgogogagotgtggaagtoggotgoge
K 5 6 A bD L C A 5 C G 5 R L E

81 tctcocottcagttttgogtatatgoogaggtggttttogtoogoe

5 P F 5 F a4 ¥ ¥ P B W F 5 5 1
136 ttgggtagttatccaaagaagcocctatgacttcatacgttogattt
L G 5 ¥ P K K P M T 5 ¥ ¥V R F

181 tctaaagaacagctacccatatttagagctcagaacccagatgog
5 K E g L P I F R A Q H B D &
226 aaasaactcagaactaattaaaaaaatcgcccaggtatggagggaa
K NN 5 E L I K K I a2 @ Vv W B E
271 cttcctgattcagagaaaaaaatatatgaagatgocttacagggoa
L P b 5 E K K I ¥ E D & ¥ R 1
316 gactggcaggcatacaaagaagagataaacagacttcaagaacag
b W g A ¥ KE E E I H R L G E @
361 ctaactccaagtcagatggtatctttggaaaaagaaatcacacaa
L T P 5 p M ¥ 5 L E EKE E I T @
406 aaacgtttaaaaaagaaagcattaataaaaaagagattaacaatg
K R L. K K K A L I K K R L T
451 cttggaaaaccaaaaagacctogctcagocttataacatttttata
L G K P K R P B 5 A ¥ H I F I
496 tctgaatgocttcoccaggaagcoctaaggatggtoccatcacaggtaaasa
S E C F Qg E A K D G P 5 §Q V K
541 ctgaagactgtaaatgaaaactggaaaaatctctctagttctcaa
L K T v NN E N W K H L 5 S5 5
586 aagcaagtatatattcaacttgctaatgatgacaaaattogttat
E g ¥V ¥ I g L A N D D K I R ¥
631 tataatgaaatgaaatcttgggaagaacaaatgattgaagttgga
Y N E M K 5 W E E § M I E V G
676 cgaaatgatcttatacgtcgcaaagtgaagcaccaagcaaaagat
R N b L I R R K VvV K H @Q & K D
721 ggcactgaggagtgttaa T38
G T E E C =

S1. 19: Aminokislinsko zaporedje gena TFAM pri konju



Poklukar M. Analiza polimorfizmov gena TFAM pri konju (Equus caballus). 26
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2007

Analiza zaporedja cDNA za TFAM konja je pokazala odprt bralni okvir 738 nukleotidov,

ki kodirajo protein, zgrajen iz 245 aminokislin.

4.4 PRIMERJAVA ZAPOREDJA PROMOTORJA GENA TFAM Z ZAPOREDJEM PRI
DRUGIH VRSTAH

Zaporedja gena TFAM pri drugih vrstah (slika 20) smo pridobili iz podatkovne zbirke
Ensembl Genome Browser (http://www.ensembl.org/index.html). V obmocju promotorja
smo nasli ve¢ ohranjenih obmocij. Posebno dobro je bilo ohranjeno vezavno obmocje, ki
se pri¢ne -115 bp distalno in ima dolzino 37 bp. To ohranjeno obmocje vsebuje tudi SNP -

126 C/G.

2211 2220 2230 2240 2250 2260 2270 2280 2290 2300 '2310 2320 2330 2340
| |

Horse CCA-CCAGCCTCCCGGCCCARGAGAGGARCCAACAGCGGAGGGTG=6CGGCLE=-=-===GGGGCAGACGCGGETCAGCAGCGCCCCCGGLAGGGCCAGGACCTTCCGCAGCCGAGCTGGGTCACGLATT

Pig CCA-TCAGCCTCCTGGCCCCGCCACGGARTACGCTGTGGARGCGE CGGGEGEGGCTCAGCAGCGLCCCCT=CRAGGCCAGGGCCCTCCGCAGGLGAGCCAGECTGLGRTTT

Cattle CCARTCAGCCTCCTGGCCGGGCGGCTGAGCAGGL THCCGGGGEGETRGEGEGETGGEGTTGGGACAGAGGLGGETCAGCTTCGLCCCCT=CAAGECCAGGTCCCTCCGCAGGCTAGCCGGRTTGCAGTTT
Hunan CCR=TCACCCTCCTGGCCCGGCAGAGGARCCCACTGCTCCGGGEL====GGC0G=======GGGACAGAGGTGGCTCARCAGAGCCGLCT-CGARGCCAGAGCCCTCCGCAGGCTAGA=GGATTGCGGTTT
Chinpanzee CCA-TCACCCTCCTGGCCCGGCAGAGGARCCCACTGCTCCGGGL-—--6GCCG~--—---GGGACAGAGGTGGCTCAGCAGCGCCGLCT-CGAAGCCAGAGCCCTCCGCAGGCTAGA-AGATTRCGGTTT
Dog CCA-TCAGCTTCCCGGCCCCGCGGAGGARCCGACTGE C6- GGGTCAGAGGCGGCTCAGCTGLGCCCCTT-6GAGGCCAGGACCCTCCGCAGGCGAGCCGGGCTGLGGTTT

Consensus CCA.tCAgCeTCCLGGCCe, go. gagbRace., altboppagbERe. €. RECCE, « + + + » . 666 .CabagheGGCTCAGL agCGClcCet .opaghCCAGE . COcTOCGCAGEL gAGechbgttGLeGETT

2341 2350 2360 2370 2380 2390 2400 2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470
1 I
Horse CCCTTCCCCGCCCCGGAGCTCCTCCTCCTTCTCCGCAGTCCCGCCCACCGGGGAGGCCACTACGACGCCTGCGCCARTTCTGCCTTGCCCCGCCCCCTATCTACCAGCCGGGTATTATCCGATTTCCCAT

Pig CCCTTCTCCGCCCCCGAGCTCCTCCTCCTTCGTCGTAGTCCCGLCCACCTAGGARGCGACTACTGCGTCTGCACT-=TTTTTCTTGTCCCCGLCCCCTA--TCTARRCCGGATGTTGACTGATTTCCCAT

Cattle CCCTTCTCCGCCTCCGAGCRCCTTTTTCTTC---GTAGTCCCGCCCACCARGGARGCCAGTACAGCGCCTGCGCC--TTCTACCTTGCCCCGLCTCCTA---GCTARTCGGAAGT TAGCCGATTTCCCAT
Human CCCTTCATCTCCGCGGCTCTTATTCCTCCCC--CGCGAGGCCGCCCACCGGEGTACGCTCTCCOGCGCCTGCGCCARTTCCGCCCCGCCCCGCCCCCAT-CTACCGACCGGATGTTAGCAGATTTCCCAT
Chinpanzee CTCTTCATCTCCGCGGCTCTTATTCCTCCCC--GGCARGGLCGCCCACCGRGEGACGCTCTCCCGLGLCTGCGLCARTTCCGLCCTGCCCCGLCCCCAT-CTACCGRCCGGATGTTAGCAGATTTCCCAT
Dog CCCTTCTCCGCCCCCGAGCTCCT=CCTCCTT==TGCAGCCCCGCCCACCGGEARAGCCGCTACGACGCCTGCGTCARCTCTGCCTTGCCCCGCCCCCGA=CTACCARCCGGATGTTAGCGGATTTCCCAT
Consensus CCCTTCheCglCeleGagltecTecteltte, ,cheAgteCCGLCCACCgghgaagecacTal, glhelThCgecaat TetgletbglCLCGLCeClta, ctaccaacChhatgT Tagl ,GATTTCCCAT

2471 Zdﬂv 2450 2500 2510 2620 2530 f@o 2550 2560 2570 2580 2590 2600
|

|

Horse AGTGCCTCGCCAGTGGCGGGCATGATAGCARAATCAGGAGGGTCGCACGCGGEGTTCARGTTGTCTGGGTTGE6GTTGCTCTGTTG=TGCARGGGEGCTCTACGAGGT===GGCCCGGTCACCGCCTTRTC

Pig AGTGCCTCGCGAGTGGCGGGCATGATAGCGAGGTCTGARGAGTTGCTTGCGAGT TCARGTCGTCATTGTTORGGTTGTTCTCTTG=-COCTCRGGAGE TGCACARGAT TGGGGCCTGLTCAGTGCTTTGTC

Cattle AGTGCCCCGLGAGTGGCGGGCATGATAGTARATCCGGTAGGCTCTCTRGCGGGTTTARGTCGECTTTGTTGCGGTTTCTCTTGT-=-GCCAGGGCGLTGTAGGGART TOGLGCCTGETCAGTGCTTTGTC
Human AGTGCCTCGCTAGTGGCGGGEATGATARCACACGCCGGAGGGTCGCACGLGGET TCCAGTTGTGATTGCTGGAGT TGTGTAT T====GCCAGGAGGCTCTCCGAGAT TGGGEGTCGGGTCACTGCCTCATE
Chinpanzee AGTGCCTCGCTAGTGGCGGACATGATARCACACGCCGGAGGGTCGCACGCGGGTTCCAGTTGTGATTGCTGGAGT TGTGTATT====GCCAGGAGGC TCTCTGAGAT TGGGGTCGGGTCACTGCCTCATC
Dog GGTGCCTCGCTAGTGGCGGGCATGAGAGGARAC TGCAGAGGGTCGCCCGLGEGTTCTAGTCTTCGTTGTTGGAGT TGTTCTCTTGGCGCCGCGREGC TCTACGAGAT TGGCGCTCGGTCGCTGCGTTGTA
Consensus  aGTGCCLCGE ,AGTGGCGGECATGALAgcaaa, be, gpAbegTopl .chlGgGTTcalGTcgte, LLGLThgphTTettet .tte, (GCcagbpgblTct acgagalt gpglce, 66T act 6L, TheTe

2601 251q EX'L 2620 2630 2640 2650 2660 2670 2680 2690 2700 2711
I 1

Horse EECGEGTGCHRTGGEGCTTCTC CGGGGCGTGRTROGACGTGL TGAGCGGCC TARGCARGTCCGGAGCGRACCTRTGCGCGAGCTRTGEARGTCGGCTGCGCTCTCCCTTCAG

Pig TACGGGTGCAATGGCGCTTCTCCGGGGLGTGTGGEGGCGTGLTGAGTGCCCTGGGARAGTCAGGAGCGGACCTCTGTGCGGTTTGTGGAAGTCGACTGCGCTCTCCGTTCAG

Cattle TGCGGATGCARTGGCGCTTCTCCGGEGCGTATGEGECGTGLTGARTGCGCTGEGARAGTCAGGAGCGEATCTCTGCGCGGGCTRTGECAGTCGACTGCGCTCTCCCTTTAG
Huwan CACCGGAGCGATGGCGTTTCTCCGARGCATGTGEGGCGTGCTGACTGCCCTRGGARGGTCTGEAGCAGAGCTRTGCACCGGLTGTGGAAGTCGACTGLGCTCCCCCTTCAG
Chispanzee CGCCGGAGCGATGGCGTTTCTCCGARGCATGTGEGGCGTGLTGAGTRCCCTREGARGETCTGEAGCAGAGCTGTGCACCOGCTRTGGARGTCGACTGCGCTCTCCCTTCAG
Dog GGCTGGTGCAATGGLGCTTTTCCGGGGCGTGTGEAGCGTGLTGAGTGCCCTRGGARAGTCCGEAGCGGACCTCTRLGLGRGCTRTGGARGTCGACTGCGLTCTCCTTTCAG
Consensus  ,glgeetGLaRTGECGeT TeTCCGggGle TgTGGgGLGTGLTGAgL GeelTeghaRabTl  GGAGLgGACLTeTGeglypgcTGTGGAAGTCGACTGCGLTCTCCeT TeAG

Sl. 20: Primerjava nukleotidnega zaporedja promotorja gena TFAM pri Sestih vrstah. S puscicami so

oznacena mesta SNP-jev pri konju: C-302G, G-126C in A-70G
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5 ZAKLJUCKI

Raziskav, pri katerih bi iskali genetske markerje za selekcijo na miSiéno moc¢ in
tekmovalne lastnosti je zelo malo. Preliminarni rezultati skupine raziskovalcev (Park in
sod. 2003) so pokazali razliko v razporeditvi alelov med tezkimi pasmami konjev in
lahkimi pasmami, pri katerih so izvajali selekcijo na hitrost in tekmovalne lastnosti. Z
namenom iskanja gentskih markerjev z vplivom na fizicne sposobnosti konjev smo

analizirali genetsko variabilnost gena TFAM.

5.1 DOLOCANIJE IN PRIMERJAVA NUKLEOTIDNEGA ZAPOREDJA

Meje med eksoni in introni konjskega gena TFAM smo dolocili s primerjavo genomske
sekvence gena TFAM pri konju in ¢cDNA drugih vrst. Celotna struktura gena TFAM pri
konju je podobna osnovni organizaciji znaCilni za sesalce (sedem eksonov in Sest

intronov).

V obmoc¢ju promotorja smo ugotovili Stevilna ohranjena obmocja. V prihodnjih raziskavah
bi bilo potrebno z metodo EMSA analizirati, kateri transkripcijski faktorji se vezejo v

ohranjenih obmocjih.

5.2 ANALIZA GENETSKE VARIABILNOSTI GENA TFAM

5.2.1 Analiza polimorfizmov z ugotavljanjem nukleotidnega zaporedja

Z ugotavljanjem nukleotidnega zaporedja gena TFAM pri sedmih konjih, ki pripadajo
Stirim razli¢nim pasmam (lipicanec, slovenska toplokrvna pasma, posavec in kasa¢) smo

nasli 5 SNP-jev. Zanimivo je, da so bili SNP-ji prisotni samo pri lipicancu.

SNP, ki se nahaja v promotorju ali intronu nima vpliva na protein, ker se ne prepisuje.
Kadar pa je SNP v eksonu, lahko vpliva na aminokislinsko zaporedje. V eksonu 1, smo
nasli SNP, vendar pa na tem mestu ne pride do zamenjave aminokislin, ker oba tripleta

pomenita zapis za leucin. Vendar pa bi lahko v tem primeru imel regulatorno funkcijo



Poklukar M. Analiza polimorfizmov gena TFAM pri konju (Equus caballus). 28
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2007

mehanizem preferen¢nosti rabe dolocenih kodonov, ki kodirajo isto amino kislino (angl.
codon usage). Konj ima preferenco za dolocen kodon, oziroma aminokislino, ¢e pa se na
tem mestu pojavi SNP, obstaja moznost, da ima to mesto regulatorno vlogo in vpliv na

ucinkovitost translacije.

Osnovni mehanizem transkripcije mitohondrijske DNA uravnava mitohondrijsko
biogenezo in izrazanje genov. Mitohondriji so odgovorni za energijski metabolizem. SNP-
ji v promotorju so mogoce povezani s stopnjo izrazenosti gena TFAM in posledi¢no z
mitohondrijskim §tevilom in fizi€nimi sposobnostmi Zzivali. Za potrditev teorije bi bilo
potrebno testirati SNP-je na populaciji konj z razli¢nimi fizi€nimi sposobnostmi npr.
tekmovalni c¢asi kasacev. Odkrite genetske spremembe na genu TFAM pri konju so
potencialno uporabne za na markerje oprto selekcijo (marker assisted selection; MAS) pri
tekmovalnih konjih. V prihodnosti bi bilo potrebno razviti molekularne markerje, ki
vplivajo na koncentracijo ali funkcijo beljakovin in sicer z ugotavljanjem nukleotidnega

zaporedja eksonov.

Sposobnosti za najvisjo stopnjo dresure imajo le nekateri nadpovprecni konji. Dejstvo je,
da so lipicanski zrebei najprimernejSi konji za Dunajsko jahalno Solo klasi¢ne dresure.
Bistveno je, da imajo zivali mo¢no in pravilno grajeno telo (Lipicanci, 2007). Za potrditev
te hipoteze bi morali opraviti ve¢ poskusov pri lipicancih iz razli¢nih linij in z razli¢nimi

dresurnimi sposobnostmi.

Nukleotidno zaporedje iz podatkovne zbirke sekvenciranja konjskega genoma se je v
obmocju promotorja razlikovalo od zaporedja pri nasih sedmih konjih. V podatkovni zbirki
smo namre¢ nasli 195 bp dolgo insercijo v nukleotidnem zaporedju promotorja, ki lezi 273
bp distalno od zacetka prepisovanja. Nukleotidno zaporedje vseh sedmih konj se je
ujemalo, zato smo predvidevali, da vsebuje nukleotidno zaporedje sekvenciranja konjskega
genoma v obmocju promotorja napake. Vzrok tej razliki z naSim zaporedjem, ki tega dela
nima, je lahko napaka pri dolocanju nukleotidnega zaporedja, lahko pa je vzrok tudi
Insercija/Delecija repetitivnega elementa, npr. elementa SINE (angl. Short Interspersed
Repetitive Element), kajti v projektu konjski genom in nasem poskusu so bile uporabljene
razlicne pasme. V prihodnje bi bilo potrebno to obmocje promotorja s preverjanjem

nukleotidnega zaporedja analizirati vzorce vec Zivali.
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5.2.2 Analiza polimorfizma C989T v intronu II z metodo RFLP

V predhodnih raziskavah je bila ugotovljena frekvenca alela T 1 (slovenski galoper) in
0,72 (lipicanec) (Kunej in sod., 2005). V nasi raziskavi smo analizirali DNA S§tirih kasacev
in ugotovili frekvenco alela T 0,75. Za natan¢nejSo oceno frekvence bi bilo potrebno

analizirati vecje Stevilo vzorcev.

Polimorfizem C989T povzroc¢i pridobitev/izgubo potencialnega vezavnega mesta za
traskripcijski faktor Mt. Zanimivo je dejstvo, da je Mt vpleten tudi v regulacijo gena za
dezmin. Dokazano je bilo, da Mt sodeluje s transkripcijskima faktorjema MyoD1 in MEF2

in skupaj vplivajo na najvecjo mozZno izrazenost gena za dezmin (Gao in sod., 1998).

V prihodnjih raziskavah bi bilo potrebno potencialno vezavno mesto za Mt na mestu
zamenjave C989T potrditi z metodo elektroforeznega zamika (EMSA; angl.
Electrophoretic Mobility Shift Assay). Obstaja torej moznost, da bi Mt lahko igral
specifi¢no vlogo pri stimulaciji biogeneze mitohondrijev v miSicah in da SNP +989C/T

preko Mt vpliva na razvoj miSic in fizi¢no sposobnost konj.

V bliZini vezavnega mesta za Mt smo ugotovili tudi vezavno mesto za MEF2, smiselno pa

bi bilo analizirati tudi obstoj vezavnega mesta MyoD1.

5.2.3 Insilico ugotavljanje polimorfizmov v genu TFAM

Podatki o polimorfizmih iz podatkovne zbirke projekta sekvenciranja konjskega genoma so
nas presenetili zaradi prisotnosti ve¢jega Stevila SNP-jev v dveh kraj$ih obmocjih intronov
IV in V. V intronu IV se nahaja 6 SNP-jev na obmocju 498 bp in v intronu V 10 SNP-jev
na obmocju 619 bp. Rezultate bi bilo potrebno preveriti, ker obstaja moZznost, da so podatki
o SNP-jih napacni, vendar pa je v intronih pricakovano ve¢ SNP-jev kot v eksonih. V
primeru, da ugotovljeni SNPji obstajajo, pa bi to ugotovitev lahko razlozili z dejstvom, da
so SNP-ji v teh obmocjih bolj pogosti, kar na omenjena obmocja ni bilo selekcijskega
pritiska. SNP-ji so lahko tudi nevtralni glede fizioloSkega ucinka, obstaja pa tudi moZznost,

da selekcija deluje v smeri ohranjanja polimorfnosti.
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5.3 AMINOKISLINSKO ZAPOREDJE TFAM PRI KONJU

Protein pri konju je zgrajen iz 245 aminokislin. Pri drugih vrstah so dolzine aminokislinske

sekvence sledeCe; mi§ 243 ak, podgana 244 ak ter prasic in ¢lovek 246 ak.
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6 POVZETEK

1. Z informacijami v podatkovnih zbirkah smo pridobili celotno zaporedje gena TFAM pri

konju; za vse eksone, introne ter 524 bp obmocja 5'UTR/promotorja.

2. V genu za TFAM pri konju smo v prvem eksonu ugotovili polimorfizem G+42A, ki pa

ne vpliva na aminokislinsko zaporedje proteina TFAM.

3. Potrdili smo, da je frekvenca mutacij v genu za TFAM pri razlicnih pasmah razli¢na; z
analizo polimorfizna C989T v intronu II smo ugotovili frekvenco alela T pri kasacu 0,75, v

predhodnih raziskavah pa 1 (slovenski galoper) in 0,72 (lipicanec).

4. Polimorfizme smo nasli v promotorju, intronu II, IV in V. Ker na regulacijo izrazanja
genov vplivajo predvsem polimorfizmi v promotorju in intronih, ki so blize 5' koncu gena,
je mozno, da ugotovljeni polimorfizmi gena TFAM pri konju vplivajo na njihove fizi¢ne

sposobnosti.

5. Nadaljnji poskusi na podlagi te Studije bodo omogocili razvoj genetskih markerjev z

vplivom na fizi¢ne sposobnosti konj.
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PRILOGE
Priloga A:

Nukleotidno zaporedje gena TFAM

Nukleotidno zaporedje gena TFAM pri konju. Eksoni so oznaceni z zeleno barvo. SNP-ji,
ki smo jih odkrili s sekvenciranjem so oznaceni z modro bravo, SNP-ji, ki smo jih pridobili
na podlagi informacij iz baze podatkov projekta sekvencirana konjskega genoma so
oznaceni z rumeno barvo. Pod¢rtani so zacetni oligonukleotidi, ki smo jih izbrali za analizo

RFLP v intronu II.

TCCTGACCTCAGAGCAGCGCGGGCCGCACCGCTAGCCCGTGTCCTGGAGGTGAACTGTCTG
TTACGCACCGGCCCTTCCGGCCGTCACAGGCGGACGCCAGCCAGTGTCCAGTCGGGGTGAG
GCCGCCGCCGCGTCTCCACCAGCCTCCCGGCCCAAGAGAGGAACCAACAGCGGAGGGTGGC
GGCCGGGGGCAGACGCGGCTCAGCAGCGCCCCCGGCAGGGCCAGGACCTTCCGCAGCCGAG
CTGGGTCGCGGATTCCCTTCCCCGCCCCGGAGCTCCTCCTCCTTCTCCGCAGTCCCGCCCA
CCGGGGAGGCCACTACGACGCCTGCGCCAATTCTGCCTTGCCCCGCCCCCTATCTACCAGC
CGGGTATTATCCGATTTCCCATAGTGCCTCGCCAGTGGCGGGCATGATAGCAAAATCAGGA
GGGTCGCACGCGGGTTCAAGTTGTCTGGGTTGGGGTTGCTCTGTTGTGCAAGGGGGCTCTA
CGAGGTGGCCCGGTCACCGCCTTGTCGGCGCGTGCAATGGCGCTTCTCCCGGGCCCCTCTCGGGC
GTGCTGAGCGGCCTAAGCAAGTCCGGAGCGGACCTGTGCGCGAGCTGTGGAAGTCGGCTGCGCTCT
CCCTTCAGgEaggaccgctcgecctgegettcaccgggeggcggggetecaggacgegetggggtegg
gctgtggacgctttcccccactttctgtcccttctaggaggtgagggccaccttggecttctgact
cagacctcgaccttgctgaggggatgatggctttgagtccaggccttcctcccggagtacccccce
cttgcttccggccatcctccgecttcccccttectcccagectgtccageccttggagcacacgttca
gcgtcctctgcgaagtcgecgccaaaagtctcccgecatcatctaggtgttcaggaggcggggcccg
ggagctggactgtaggtgctttccgcccctctgecccttcctaggaggtgagggttttgagactcag
ttttgaggctcttccctctgcttagcacaggattttaaatgtcactagctttcttgtcggaggtgc
cggatgctagatagtatcttgatgacatgttatttgagagtctgtattcatatgcgtataaatatt
ggcacttaaatatttgacgttggttactttcttcttatttctatgtBgrTTTGCGTATATGCCCAG
GTGGTTTTCGTCCGCCTTGGGTAGTTATCCAAAGAAGCCTATGACTTCATACGTTCGATTTTCTAA
AGAACAGCTACCCATATTTAGAGCTCAGAACCCAGgEaaggagttttggggcttgtactctattct
gatgtaacaaagaggccactaagcagttaacttgatttgcactacaaaagcatccagtgactgcag
aaacctaaccattcggtttgatgggctgtgaaataggagttatgacatattttttaccaaatagaa
atgcgttaaatataattgggaactgatgaaaggtattttagaaatagcagcatgtagagtgaaaag
cccccggggaagaggatggaaaacttgaattttggtctagttgeccattgecttagaggaccactga
agagtcctttaatctcttgcttagctccttctgcctcagggaattgttaatgaagttgcaaagaaa
taacttctctggaagtgttctgtaaactgtaaagctctatacaaattactgttaatttcgagagct
ttttcactgaaaattagttcttgtcttgggttcctgaagaaagttttccaggtaggatgtttgttg
cctccctagaaaggctgtggggccttcatttgtggttatagtgtaaagataataactaaattaaca
atagctaacctttgcttatgatttctaaaggcctttcacatgcagtaatcacagggcacttgtgga
aatcaaatgagctataataaaaattctcacattataaagagttggtgtaagaggcatgcttaagta
ctcacatcttctaaaatgtaggagttgaaactaacaagtgatttgttaaatcatttacaccctctc
attccagttaagatgaaggaaaaaatggggaatagtgaattgattttagaatagtttgtttgcaaa
tggtatttctgtaattgaaatataaagtggtgttatatgaatccagattatattttgttgttaggt




tttatgaactaataattcctgaaagacttgaaaaaaatgttttgattgtaatgtgaagtaaaagac
ttgaataaattgattaccctacttcttaaactagtaatcagtttctgaggaccattttgatcgtat
gtgatatattccttaattattagataacagactttaacaatgttggataaagtattaaatagtatt
atatttaaattggttggttaaagaaaagctgaacctttgtattaagttgtgtgtggtagagaagtg
tctaataaaacttaacttttagagctaatggataatgctttcctggaagtttttagaaattaatce
ttagacataaaattgtgacatcttttttcattttattctaatttat@gATCCCAAAAACTCAGAAC
TAATTAAAAAAATCGCCCAGGTATGGAGGGAACTTCCTGATTCAGAGAAAAAA.aag catataga
ttttcaacaatgctgaccagttattctgtggttaagagcaattgtcatggcctttaagggaccaga
tgacccagaggtttttttaaacatccattatgtacaaaggaacttcataccttctgatccacataa
atgatgagaatatggatgtgtgggggtggtgatgaaggattggcagcaatttgaaattgaaagcta
attgctagactctcaccttggttagcatgtatatgaaaaatacatgttttaatccatataagtgtg
atctcagagcacatttccacttggtggtttagtctgtctttatccgaagtcatacacttatttttc
cccggecagatgtgectgtgtataatttgccagcaacagtttattgactttttatttgggttttttat
ttat.ATATATGAAGATGCTTACAGGGCAGACTGGCAGGCATACAAAGAAGAGATAAACAGACTT
CAAGAACAGCTAACTCCAAGTCAGATGGTATCTTTGGAAAAAGAAATCACACAAAAACGTTTAAAA
AAGAAAGCATTAATAAAAAAGAGAgEgagtatcattgaaatattcttttcctttggcaaagaactg
aaatttatgtaactatgagtattggtagttttctcttatttttattgtgtctatgtggtagaatgt
catcaggtgcactccagttaggaaaaaatggggtagctctcttctgeccactaggaccgettgetgt
cgagtctatcttggaaacccttgttgctactttcagatgtatccgaatttaaggcatgtagttagg
actggcatgaaggctgtgggaacagaattatgagacagccaaatcaagaatagcaagaacttttge
ttctggatcttgtctaggataacctactgatttgaatggttatataggtaatggtgagtttcattc
tgaatattgctgaatagactgaattcattaacacatcaaggaaaagtgcctattgtatcttatcaa
ataagaagtccctttagggggaaatcctacttttcctcattaaaaactccacatggttcagatttt
atagttcccagcttaaggaattaatcccgtaaattccattgttgggaagtgagactattttttttt
ttttttttttttttaaagattttattttttcctttttctecccaaagecececggtacatagttgt
atattctttgttgtgggttcttctagttgtggcatgtgggacgctgecctcagtgtggttcgacgag
cagtgtcatgtccgcgecccaggattcgaaccaacgaaacactgggecgectgcagtggagegegea
aacttaaccgctcggccacggggccagcecccgtaaagtgagactattttttgtagaaccagtatta
ggtgtgagatggtcagcttactggtccagtacatacactatagaaaatggtcatcagagttaaagc
tatttctctgaaaaagcagattccagcctttaatgtgagttgccaagatatctttccctgeccctg
atgtcttaaaccctcctagccctagggttgaggactcacctagtttcaagacaatgttggtaatct
aaggctgctgatccaattagtaaaagtgagccagaaaagatactaagagtgagaaatacagtctct
gcacggggtagtatttggcgaggtgagtactaaagcttgctcteccttectectcagtgcacccag
ccagtgctaagagtggaggaccagaaatgggaattggcagatataaggggtttccgttttcaaata
cttctgttcttttctctctectectggtgttctecattatgtgttcattaaacttatggtagttgte
ccatagtccttggatattctttttttttcaagtctttgttctetttgettttgagttttcaaggat
tctattaatatgtcctctagctcagagattctttcctcagecttatctagtctacctataagecca
tcaaaggcattcttgatttttgttatagggtttttgatctctcacatttctttttggttctttctt
aggatgtccatctctgcttacattgcccatctgttcgtgcatggtgactagageccttagecatgtt
aatcatatttgttttaaattcctcgtctgataatcccacattcctgeccatgtctggttetgatget
tgctttgtcttcaaattatgttttttgtgtttaagtgtgccttggaattttttcttaatagctaga
gataatgtactaggtaaaaggaactgctgtaaatagcacttagtagtgtggtggtgaggtgtggga
gcaagggaagcattctatagtcctatgattaggtcccagacttttagggagecctgtgetttggtgt
gtgaacttcacaagcgtttctcagtttcttctttcccecctgaggtgagacaggatgtctagagtgg
gtggagttgggtatttcccttcactcaggtcagttaggctctgataatactgtagcagattagget
ctggttaacagttccccctgagggcaggectttttaagaataatagagtgctcagacatttcaaaat
ggttccttttcctcteccgettcgggaagcaggagatttttctcaacatttactgtggcaatctgg
ttgagctcctggaggtaaatctcacaatattgtgagcgecctagtatgagtgggteccttgggatt
ttttaaactcccagagttgtccacatggagcctccagcaattccttaattacagtttggattttce
tgccctggecaccggttectgecagtgetttecactectgagtetetgetecagtaageceecggetee
atatgttcacctgtgtgtctctccaattttgggggaacagtttgccctgtgtecctettctctetta
cgaatctaagaagagttgttgatttttcagtctcttcagctttatactcttgttaggatggagtygg
tgactcccaagcttcttatctgtagaaccggaaacctgaagectgagagttttttccctgacttce
attctcactccctgtcggaatttttcttcccattaaagattcccggtaccaactagttagagatca



tgtgagaaatgtgggaatcaagaagttgaaaatgaagtacctaagagagaaatccctagcagtagt
tctagaaacagaaggggacgggccggccatgtggctgagtggttaagttcacaggctctgettcgg
cagcctagggtttcaccagttcgaatcctggcaccactcatcaagccacgctgagggggcatccca
catgccacaactagaaggacctacaactaaaaatacaaaactatgtaccggggaggctctggggag
aaaaaggaaaaatgaatcttaaaaaaaaaaaagagagagaaaagaaaaagaagggaaaatagtgaa
gttgtaaagtgtctggagtctacagtagtttaatgactgaaaggttcaaaagaaggaagtggtctc
tagatgtaaatcagaggagccctccttttacttatgaataaaagttgagtttgttactgactataa
tcaaattgccattaaaagccacataattttataaagtataggtgctagtctctatccaaattcaga
aactaaataggttaggataattcaatatccctcattctctgaactctaaatttatatagcaaggga
tactgggtattcttttccgtcttttcttccectecttttgatacctagtaacacatgtattgaggt
ttaaaggttgagagacatgcagagaaggaagtgaaatgatggatgattaaacagatactccagtgg
tcatgagttgtggtagaggcatgtagtgatttggctaaagagatggtagtgtcctataaggatgaa
actgagattgttttgtctttttaaaaaagattttgtacatttgtgctcagttttttagtttgtgga
gaacacaaaaataatatttaaaggaaataactcgtaaaatctattataattttcaaaagttagtgt
tatcaaaaaattctgaccccaagagggaataatcacatgctaaatataagaatcgtaactttcact
ttaaggaacattctgtaatgcatagtgaataaagtgaataagtgaatgtagtgaataaagtttctc
taggtaaaattaagtctcataaaggttaaaactgtatctaactcttctatttttattactcaggdg
TTAACAATGCTTGGAAAACCAAAAAGACCTCGCTCAGCTTATAACATTTTTATATCTGAATGCTTC
CAGGAAGCTAAGGATGGTCCATCACAG@Eaagacagagttgcatttgttttttaagtttttgttta
ttttaatttttaaaatatttagacgggaaattttaggggtgctgtatgtcacatggtgaggaaaag
tattaagttactataaacaagtgctatatataaataagcccctctttttgtatctcttttataaaa
gaatcttgtttcttaccacacaattaatttgagtatgtagttgccaatgtatatactgtcaacttt
ttttttttattgagttattgataggttacaatcttgtgaagtttcaattgtacattaatgtttgtc
agttatgttgtaggttgtcaactttttttaattttaaaaaacgtatacaattttcaagtttataga
ggtgttaaagttctggagacttttcttatccagcacttcttaactgttttgcaatcactgggaaag
aatgagactagagctataatattttgtgctaggatttgagtataacctactgcttcatgttatatc
ctttaataaaattttggttacagccatgggaatggattatatatgtgaatgtcatcatacaaattt
gtcaaaagaaaaaaaagcttgtcattcctaatgtgacttagtctttcctttgtttatttcttagaa
gctccaaattggcaattgtatttttccttctataatatgacatggtaagaaaagtgtatgttcaga
tctctagttcttgtcaatctgagatgaaggtttttgcctctcagcctctttgggttatttggatct
gtagttcattttacaaatcctgtttaacatatgattaaatactgtgtgtatgtaacatagtcttcc
ctggctttcactgctttactccctttggtgttttaaattcagtttccatggccctacattactgaa
atgcaagcctatttaattttttagttggaatttgctcagtcactaacttaccttggatttggtttt
cttatcagtataagaagattattagaaagaaaatcctcctaagttagtggttctcaattctgactg
caccttggaatcacctgggaaacttaatggctgggtgctgtccctagaaattaaaattaacttgac
tatatcattttcattcatttaaaaaataatggttatacatcctcatagtttaaagaatcaaactaa
ggcttgttaggaaagataccagttttcactgccctgtcacattccttactccagaggcaaatacat
tctactgtattagctgattcttgtggtatttatcaacctccatatctctaaataacatacttatat
tgttacttcttaattttttttttcaattttaagcattacctatgttttaggcattagttctcacta
agatgaacatttaactctttctcatcccactgttcacatttccatccccctacctcccaatatagt
agtcataattttggttaaatcagaattatttatgttgttatgattatgtaaaccctgttcatagct
gagctgtgccatttgctatgtttgtttttttctttcttggaaaactagcaactttccctgaagttg
attgccttattttttttgtttgcttagttttttatgtcatgtcaattcatcccaaaactcttcagt
attcaccagttttcagtacatttaggtgcattaggtattctcttagtttcagtctggagcctctga
tttgttccagtttggttgttgccttctgtacctggtgcacagctgacatcctgggatcctceccttca
tcatcatccttgtggtgecttttgecttecttctgttgttgtctttcttggtttactgattcecgttata
gcatctcccccagtaagggtatgcaagagattagtttttttgagtttttgcatgtctaaaaatgtc
tctatccttacatttgtttggtagtgtgactgagtatagaattgtagggtagaaatcatgttcttc
caaaattttaaaaatattggggccagcccggtggcataatggttaagttcagtgcactcccccttt
agcggcacaggtttgcttcctgggcgtggacctacaccacttgttggtggccatgccatggtggtg
acccacatactaaatagaggaaggttggcacagatgttagctcagggcaaatcttctcaacaacaa
caacaacgaaatattgcttctttctcttgtagcttcttgtatggcgttttgagaagtataaagcct
ttttgattgttggtcctttgaatgtggtttggtttcttttttctcaccttcecctetettttttett
tgtcctgactctctagaactcttgttatttgtttaagcatcttctgaactggttctctaattttct




tgtcttttctgtattgttttctcttagecctatttgcttttctttcaggatactgcatacattttca
cttaatctcccggttttcagaatggtaccattgcccccaactgtacctcatctccacagactaact
ctgttttacccttttgctatgataaatgtccttgaatctacccatggtggggatttaaaaactctt
tttaaacagactttcaatcagtcttcctgtttttagcctgacattcacctctatcttatacctatc
tggtgctgccagttcgtgacctacttggggattctgcattgtaaatccgtttgettttcttggett
tccccagtgcecagecttgggaattagetttcttgggttaggtcagtcagttaccatttctctgettt
ttagcttccacaattttgtgttgatggtgccttctectgttgtectttgtccatgtggatttatgec
ttaaaaaattctgtttaatgttggttttttttaaataacagaaattattgctaacagttctggagg
ttgggaagtccaagatcaaggcccccatcatggtagecctatggtgagggecttcectggttcatage
tggcacctccttactgtgtcctcacatggtagaaggcctcgaatacagttttaggaaggagcgaaa
gcaaacatctttctgtccctttaattttttttaatgaattattttatttaggtcaaagatgagatt
atttatgcatgcaacttcataaattattgttgaactcagtgaatatgaaacttaatggcttaaata
taagcaaaaagatcagttatgaaagaattcagagcattaaagcaatttcttccaaagctaagagtc
agttcagttatttagtgagtaactgtccctgaatatattagatgtgtttataaaggttagtttaaa
atgttcaaaacataatggttatgtggtctcagatactatctggtatctctgtttttcttgatagga
aaataaaatttaatcagagttctgatcagaacaatgaagttcattattctcactctgcttcttaaa
atcaatgatgatctcctcttagctttaaacaaatacttttcagaacgtgtccctctctccctcaga
ctccctgtctaccctccatctccacctctgeccctcattctecgeccactcattttteccctecagt
ctctgctgtctgggagcagcagcacaggttgtatgaggtgtgctgactcctctctgectcctectcc
atctgtgagatccttccatccctttaattttattgatgaagaaccacgcttaagggaggtagtatg
actttttcaaagtcacgttattaaattcagctaagaagaattaaggactggtcttttattcgtcct
atgactatatccaaacactttggcacaagttttagaagaaaatattaagctacaggaaagaaataa
aaactcttagtctttgaagttagtctgtgacagaatgtaggttatacttgaatattaatatttctg
aatcaaaaaagataaatatctgcacagcaaaggaaactcaataaaatgaaaaggcagcctaccaaa
tgggagaaaatatttgcaaatcatatatctgataaagagttaatactcaaaatatacaaagaactc
atacaattcaatagacaaaaacaatatgaataaaaaacgggaagaggatctgaatagatgtttttc
caaagaagacctacagatggctcacaggtacatgaaaaggtgctcaacatcactaattatcaggga
aatgcaaatcacaaccacaatgagataccaccttatacttgttagaatggctaatggctgttatct
aaaagacaagaaataagtgttggcaaagatgcagagaaaagggaactttttgtgcactactgatgg
gaatgtacattgctgtggcccattgtggaaaatagcatggaggttcctcaaaaaattaaaaataga
actcccgtataatccagcaattctacttctggatttatccaaagaaaacaaaaacactaagttgaa
aagatatctgcactcccatgttcattgcagcattatttacagtagccaagacgtgaaagcaatcta
agtgtccatcgatggatgaatggataaaaaaaatgtggtatttatatacattggaatattcagcca
taaaagaaggaaatcaaggagccagcttggtggcctagtggttaagttcatgtgctctgctettgt
ggcccagggttcatgggaatggatcctgggcacggaactacacaccactcatcaagccatgttgag
gcagcatcccctgtacaaaatagaggaaaattggcacagatgttaggtcaggaacactctttctca
caaaaaaaaaggaaggaaattttgccatttgtgacaacatgcatggagcttgagagcattatgcga
agtgaaagaagttaaacagaaagatactggatgatcaaaacaaacacagatacagagaatagattg
gtggttgccagaggtggggagtgggcaaaatggttgaaggtggtcagtaagtcctggggatgtaat
gtacaacatggtttctatagttacaaatgttgtattgcatatttgaaagttgctaaaagaatagat
cttaaaagttctcatcagaagaaaaaattgggggctggcacggtggcacagtggttaagttcacac
gttccacttcggcggcccagggttcgecggtttggatcccgggtgcagacatggcactacttggea
agccatgctgtggtaggcgtcctacatataaactagaggaagatggatacagatgttaggtcaggg
ctagtcttgctcaaaaaaaaaaaaggaaaaagttttgtaactatgtgtggtgatggattttaatga
cttgtggtgatcatttcacaatatatacaaatattgaatcatattatacacttgaaattaatataa
tgttatatatcagttatatctcaataaaaggtaaatatcttcattccatttatttttgtacatttt
aacagtttaatagtttttatttagaaagaaaagatgttaagaattgatgaggctttgcctgtgatt
cttgttggaatgaataataaaaagatcttggggctggcccagtggcgtaatggttaagttcatgtg
ctctgctttggccacctggggtctgctggtttggataccgggcacagacccatgtgctgctcatca
agccatgctgtggcaactctcacatacaaaatagaggaagattggcacagatgttagctcagggcc
actctacctcacaaaaagaaagatctttgtttagtcactgaagtccctatatctggtatttaaaca
tatgttgttttaC.GTAAAACTGAAGACTGTAAATGAAAACTGGAAAAATCTCTCTAGTTCTCAA
AAGCAAgEaagtagaatggttttagtctcaagtatctagttagaatatctgtgagagaatatatta
gggcaaggcttgattcacgtgaaaacaagcttgtattacttataacacagttaaagtatttttaaa



ttattttcgtattcttagaagaaccaatttggcttttttcttttggtagttttggactgcaaataa
aattggtattcaaaaacgatgttggggctgtcctggtggtgtagtggttaaattcgcatgctctge
ttcactggcccggggtttgcagattcagatcccaggttcggacctagcatcactcgtcaagccatg
gtgtggcagcatcctgcataaaatagagaaagattggcacagatgttagctcagtgacaacttcct
caagcaaaaagaggaagactgacagtgggtgttagctcagggcctatcttcctcacaaaaccaaaa
caaaacaaaaaaaaaaatgatggcactcataacttagggtgtccactgtatccaatgacagtcata
ctctgcgtctactgctttccacatcccaagccctgaaattctaacagcttcactagtacctgcaaa
atctttatctcttacacctctatcacctaacttttatctcataaaaacattccttctccaataccc
ctttatagttgtagaatagtaaggtaatttctagagtatagatagaagtagtccagaaattaattg
caaagactcttctaaagaaatcattttaacaattatactttttctc

aat
agaagattgagttatgttcacagtagatagacatgagaaaccaattaggtcccaatacgtgaaggt
gctgtaaaattagaaaggataaagttggtaa



Priloga B:
Podatki o SNP-jih

Podatki o SNP-jih, ki smo jih pridobili iz podatkovne zbirke projekta sekvenciranja

konjskega genoma.

SNP 47455674 (intron 4)
cagttaccatttctctgctttttagcttccacaattttgtgttgatggtgcecttctectgttgtctttgtccatgtggatttatgccttaaaaaattctgtttaa
tQtTNGTTTTTT Ttaaataacagaaattattgctaacagttctggaggttgggaagtccaagatcaaggcccccatcatggtagcectat
ggtgag[C/G]gccttcctggttcatagctggcacctccttactgtgtcctcacatggtagaaggCCTCGAATACAGTTTTAGGA
AGGAGCGAAAGCAAACATCTTTCTGTCCC tttaattttttttaatgaattattttatttaGGTCAAAGATGAGATTAT
TTATGCATGCAACTTCATAAATTATTGTTGAACTCAGTGAATATGAAA

SNP 47455583 (intron 4)
ctNcttggggattctgcattNtaaatccgtttgcttttcttggctttccccagtgecagcettgggaattagctttcttgggttaggtcagtcagttace
atttctctgctttttagcttccacaattttgtgttgatggtgccttctectgttgtcetttgtccatgtggatttatgccttaaaaaattctgtttaatgt T[T/G
]GTTTTTTTtaaataacagaaattattgctaacagttctggaggttgggaagtccaagatcaaggcccccatcatggtagcctatggtg
agNgccttcctggttcatagctggcacctccttactgtgtcctcacatggtagaaggCCTCGAATACAGTTTTAGGAAGGAG
CGAAAGCAAACATCTTTCTGTCCC Ctttaat

SNP 47455403
aactgtacctcatctccacagactaactctgttttacccttttgctatgataaatgtccttgaatctacccatggtggggatttaaaaactctttttaa
acagactttcaatcagtcttcctgtttttagcctgacattcacctctatcttatacctatctgNtgctgccagttcNtgacctNcttggggattctge
att[C/G]taaatccgtttgcttttcttggctttccccagtgeccagcetigggaattagctticttgggttaggtcagtcagttaccatttctetgcttttta
gcttccacaattttgtgttgatggtgccttctectgttgtctttgtccatgtggatttatgccttaaaaaattctgtitaatgt TNGTTTTTT Ttaaat
aacagaa

SNP 47455385
aatNgtaccattgcccccaactgtacctcatctccacagactaactctgttttacecttttgctatgataaatgtccttgaatctacccatggtggg
gatttaaaaactctttttaaacagactttcaatcagtcttcctgtttttagcctgacattcacctctatcttatacctatctgNtgctgcecagttcNtga
cct[G/A]cttggggattctgcattNtaaatcegtttgettttcttggctttccccagtgccagcettgggaattagetttcttgggttaggtcagtcagt
taccatttctctgctttttagcttccacaattttgtgttgatggtgccttcteetgttgtetttgtccatgtggatttatgcecttaaaaaattctgtttaatgt T
NGT

SNP 47455378
ttttcagaatNgtaccattgcccccaactgtacctcatctccacagactaactctgttttacccttttgctatgataaatgtccttgaatctacccat
ggtggggatttaaaaactctttitaaacagactttcaatcagtcttcctgtttttagcctgacattcacctctatcttatacctatctgNtgctgecagt
tc[T/G]tgacctNcttggggattctgcattNtaaatccgtttgcttttcttggctttccccagtgeccagctigggaattagcetttctigggttaggtca
gtcagttaccatttctctgctttitagcttccacaattttgtgttgatggtgecttcteetgttgtctitgtccatgtggatttatgccttaaaaaattctgttt
aa

SNP 47455365
cttaatctcceggttttcagaatNgtaccattgcccccaactgtacctcatctccacagactaactctgttttacccttttgctatgataaatgtectt
gaatctacccatggtggggatttaaaaactctttitaaacagactttcaatcagtcttcctgtttttagcctgacattcacctctatcttatacctatct
g[A/G]tgctgccagttcNtgacctNcttggggattctgcattNtaaatcegtttgcttttcttggetttccccagtgecagettgggaattagcttt
cttgggttaggtcagtcagttaccatttctctgctttttagcttccacaattttgtgttgatggtgcecttctectgttgtctttgtccatgtggatttatgectt
aaa



SNP 47455188
atgtggtttggtttcttttttctcaccttccctctcttttttctttgtcctgactctctagaactcttNttatttgtitaagcatcttctgaactggttctctaatttt
cttgtcttttctgtattgttttctcttaNcctatttgctttictttcaggATACTGCAtacattttcNcttaatctccecggttttcagaat[A/Glgtacc
attgcccccaactgtacctcatctccacagactaactctgttttaccctttigctatgataaatgtccttgaatctacccatggtggggatttaaaa
actctttttaaacagactttcaatcagtcttcctgtttttagcctgacattcacctctatcttatacctatctgNtgctgccagttcNtgacctNctt

SNP 47455164
cctttttgattgttggtcctttgaatgtggtttggtttcttttttctcaccttccctctcttttttctttgtcctgactctctagaactcttNttatttgtttaagcate
ttctgaactggttctctaattttcttgtcttttctgtattgttttctcttaNcctatttgcttttctttcagg ATACT GCAtacattttc[G/A]cttaatctc
ccggttttcagaatNgtaccattgcccccaactgtacctcatctccacagactaactctgttttacccttttgctatgataaatgtccttgaatctac
ccatggtggggatttaaaaactctttttaaacagactttcaatcagtcttcctgtttttagcctgacattcacctctatcttatacctatctg

SNP 47455125
tcttgtagcttcttgtatggcegttttgagaagtataaagcctttttgattgttggtcctttgaatgtggtttggtttcttttttctcaccttccctetcttttttettt
gtcctgactctctagaactcttNttatttgtttaagcatcttctgaactggttctctaattttctigtcttttctgtattgttttctctta[C/Glcctatttgctttt
ctttcaggATACTGCAtacattticNcttaatctcccggttttcagaatNgtaccattgcccccaactgtacctcatctccacagactaact
ctgttttacccttttgctatgataaatgtccttgaatctacccatggtggggatttaaaaactctttttaaacagactttcaatcagtcttcctg

SNP 47455056 A/G
aggttggcacagatgttagctcagggcaaatcttctcaacaacaaCAACAACGAAATattgcttctttctettgtagcttcttgtatggeg
ttttgagaagtataaagcctttttgattgttggtcctttgaatgtggtttggtttcttttttctcaccttccctetcttttttctttgtcctgactctctagaactct
t[A/G]ttatttgtttaagcatcttctgaactggttctctaattttcttgtcttttctgtattgttttctcttaNcctatttgcettttctttcaggATACTG CAL
acattttcNcttaatctcccggttttcagaatNgtaccattgcccccaactgtacctcatctccacagactaactctgttttacccttttgctatgat
aaa

SNP 47452032 GIT
AGAGAGAAAAGAAAAAGAAGGGAAAATAGTGAAGTTGTANAGTGTCTGGAGTCTACAGTAGTT
TAATGACTGAAAGGTTCAAAAGAAGGAAGTGGTCTCTAGATGTAAATCAGAGGAGCCCTCCTT
TTACTTATGAATAAAAGTTGAGTTTGTTACTGACTATAATCAAATTGCCATTAAAAGCCACATAA
TTTTATAAA[T/GITATAGGTGCTAGTCTCTATCCAAATTCAGAAACTAAATAGGTTAGGATAATTC
AATATCCCTCATTCTCTGAACTCTAAATTTATATAGCAAGGGATACTGGGTATTCTTTTCCGTCT
TTTCTTCCCCTCCTTTTGATACCTAGTAACACATGTATTGAGGTTTAAAGGTTGAGAGACATGC
AGAGAAGGAAGTGAAATG

SNP 47451871
ctagggtttcaccagttcgaatcctggcaccactcatcaagccaNgctgagggggcatcccacatgccacaactagaaggacctacaac
taaaaatacaaaactatgtaccggggaggctctggggagaaaaaggaaaaatgaatcttaaaaaaaaaaaaGAGAGAGAAAA
GAAAAAGAAGGGAAAATAGTGAAGTTGTA[G/AJAGTGTCTGGAGTCTACAGTAGTTTAATGACT
GAAAGGTTCAAAAGAAGGAAGTGGTCTCTAGATGTAAATCAGAGGAGCCCTCCTTTTACTTAT
GAATAAAAGTTGAGTTTGTTACTGACTATAATCAAATTGCCATTAAAAGCCACATAATTTTATAA
ANTATAGGTGCTAGTCTCTATCCAAATTCAGAAACTAAATA

SNP 47451715 CIT
TACCAACTAGTTAGAGATCANGTGAGAAATGTGGGAATCAAGAAGTTGAAAATGAAGTACNTA
AGAGAGAAATCCCTAGCAGTAGTTCTAGAAACAGAAGGGGACgggccggecNtgtggetgagtggttaagtt
cacaggctctgcttcggcagcctagggtttcaccagttcgaatcctggcaccactcatcaagcca[T/Clgctgagggggcatcccacatg
ccacaactagaaggacctacaactaaaaatacaaaactatgtaccggggaggctctggggagaaaaaggaaaaatgaatcttaaaaa



aaaaaaaGAGAGAGAAAAGAAAAAGAAGGGAAAATAGTGAAGTTGTANAGTGTCTGGAGTCTAC
AGTAGTTTAATGACTGAAAGGTTCAAAA

SNP 47451629 A/IC
accggaaacctgaagcCTGAGAGTTTTTTCCCTGACTTCCATTCTCACTCCCTGTCGGAATTTTTCTTC
CCATTAAAGATTCCCGGTACCAACTAGTTAGAGATCANGTGAGAAATGTGGGAATCAAGAAGT
TGAAAATGAAGTACNTAAGAGAGAAATCCCTAGCAGTAGTTCTAGAAACAGAAGGGGACgggce
ggcc[C/AJtgtggctgagtggttaagttcacaggctctgcticggcagcectagggtttcaccagticgaatcctggcaccactcatcaagec
aNgctgagggggcatcccacatgccacaactagaaggacctacaactaaaaatacaaaactatgtaccggggaggctctggggaga
aaaaggaaaaatgaatcttaaaaaaaaaaa

SNP 47451575
gctttatactcttgttaggatggagtggtgactcccaagcticttatctgtagaaccggaaacctgaagccTGAGAGTTTTTTCCCT
GACTTCCATTCTCACTCCCTGTCGGAATTTTTCTTCCCATTAAAGATTCCCGGTACCAACTAGT
TAGAGATCANGTGAGAAATGTGGGAATCAAGAAGTTGAAAATGAAGTACIG/ICITAAGAGAGAAA
TCCCTAGCAGTAGTTCTAGAAACAGAAGGGGACgggccggcecNtgtggetgagtggttaagttcacaggctetgcett
cggcagcctagggtttcaccagttcgaatcctggcaccactcatcaagccaNgctgagggggcatcccacatgccacaactagaagga
cctacaactaaaaatacaaaacta

SNP 47451535
tacgaatctaagaagagttgttgatttttcagtctcttcagctttatactcttgttaggatggagtggtgactcccaagcttcttatctgtagaaccg
gaaacctgaagcCTGAGAGTTTTTTCCCTGACTTCCATTCTCACTCCCTGTCGGAATTTTTCTTCCCA
TTAAAGATTCCCGGTACCAACTAGTTAGAGATCA[G/TIGTGAGAAATGTGGGAATCAAGAAGTT
GAAAATGAAGTACNTAAGAGAGAAATCCCTAGCAGTAGTTCTAGAAACAGAAGGGGACgggcceg
gcceNtgtggetgagtggttaagttcacaggctctgcttcggcagectagggtttcaccagttcgaatcctggcaccactcatcaagccaNge
tgagggggcatcccacat

N= SNP
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