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UVOD
Identi�kacija vrsta na temelju DNK ima sve važniju ulo-

gu u kontroli prehrambenih proizvoda, osobito onih 

koje sadrže meso divljači. Meso divljači smatra se deli-

katesom, obilježava ga karakterističan i intenzivni okus, 

niže razine masnoća i kolesterola, a visoke razine više-

struko nezasićenih masnih kiselina, te činjenica da div-

ljač nije tretirana hormonima i steroidima (Fajardo i sur., 

2008b). Zbog toga meso divljači ima veću tržišnu cijenu 

od mesa domaćih životinja i namirnice koje sadrže meso 

divljači mogu biti neispravno deklarirane u svrhu posti-

zanja većeg pro�ta (Brodmann i sur., 2001). Netočno 

deklariranje vrste i količine mesa u prehrambenim pro-

izvodima, osim što je protuzakonito, može uzrokovati i 

zdravstvene probleme potrošača osjetljivih na alergene 

koji nisu navedeni na deklaraciji, a dolazi i do problema 

uzrokovanih prehrambenim ograničenjima iz vjerskih 

razloga (Fajardo i sur., 2007b). Sve to upućuje na potrebu 

za pouzdanim i jednostavnim metodama za utvrđivanje 

od koje vrste domaćih i divljih životinja potječe meso u 

namirnicama (Pfei�er i sur., 2004).

Tijekom posljednja dva desetljeća lančana reakcija 

polimerazom (PCR) i sekvencioniranje DNK, kao osnov-

ne istraživačke metode u molekularnoj genetici, posta-

le su učinkovite i ekonomski prihvatljive širem krugu 

znanstvenika (Avise, 2004). Stoga je danas najpouzda-

niji način identi�kacije vrsta analiza DNK putem me-

toda molekularne genetike. Identi�kacija se temelji na 

izolaciji DNK, umnažanju određenog dijela DNK (najče-

šće mitohondrijske DNK) PCR metodom, te sekvencio-

niranju PCR produkta, odnosno određivanju sljedova 

nukleotida. Sljedovi nukleotida se zatim analiziraju po-

moću računalnih programa i uspoređuju s referentnim 

sekvencama, na temelju kojih se određuje pripadnost 

određenoj vrsti (Avise, 2004). Korištenjem vrsno speci-

�čnih početnica koje umnažaju dijelove DNK isključivo 

kod jedne vrste, identi�kacija se može provesti samo 

potvrdom umnažanja PCR proizvoda elektroforezom na 

gelu, bez utvrđivanja slijeda nukleotida sekvenciranjem. 

Cilj našeg istraživanja je bila izrada vrsno speci�čnih 

početnica za identi�kaciju jelena lopatara (Dama dama) 

i razvijanje genetičke metode za razlikovanje jelena 
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lopatara od ostalih vrsta punorožaca koje obitavaju u 

Hrvatskoj - jelena običnog (Cervus elaphus) i srne obič-

ne (Capreolus capreolus). Ovom metodom, tkivo jelena 

lopatara može se identi!cirati i razlikovati od ostalih 

vrsta koristeći samo izolaciju DNK, PCR i elektroforezu. 

Time se izostavlja sekvencioniranje, koje nije dostupno 

većem broju laboratorija te se olakšava, ubrzava i pojef-

tinjuje proces identi!kacije.

MATERIJALI I METODE
Vrsno speci!čne početnice izradili smo pomoću apli-

kacije Primer-blast (Rozen i Skaletsky, 2000) na teme-

lju slijeda mitohondrijske DNK jelena lopatara preuze-

tog iz genske baze podataka GenBank (GenBank No: 

AF291895.1). Pri tome su korišteni  sljedeći programski 

parametri:

PCR template: AF291895.1

Primer Pair Speci!city Checking Parameters

Organism: Homo sapiens, Cervus elaphus, Capreolus 

capreolus, Sus scrofa, Rupicapra rupicapra

Database: nr

Učinkovitost početnica ispitana je na ukupno 14 

uzoraka mišićnog tkiva, od toga na osam uzoraka je-

lena lopatara (Dama dama), tri jelena običnog (Cervus 

elaphus) i tri uzorka mišića srne obične (Capreolus ca-

preolus). Uzorci su potjecali od životinja odstrijeljenih ti-

jekom redovite provedbe lovnogospodarskih osnova u 

Hrvatskoj te su bili pohranjeni u 96% etanolu na – 20°C. 

Za izolaciju DNK iz uzoraka mišića koristili smo komer-

cijalni kit ChargeSwitch® gDNA Tissue Kits, Invitrogen, 

prema protokolu proizvođača.

Prvi korak analiziranja učinkovitosti početnica bila je 

optimizacija PCR protokola na uzorcima jelena lopatara. 

Cilj optimizacije je odrediti optimalnu temperaturu pri 

kojoj se početnica vrsno speci!čno veže na lanac DNK. 

Iz tog smo razloga napravili niz PCR reakcija na tempe-

raturnom gradijentu od 57°C do 71°C. Pri tome je za 

aktivaciju polimeraze korištena temperatura od 92°Cti-

jekom 2 minute, denaturacija kalupa 94°C tijekom 30 

sekundi, prianjanje početnica  57°C do 71°C30 sekundi, 

produženje lanca 72°C 2 minute te završno produženje 

72°C 10 min. Za pripremu PCR smjese korišten je komer-

cijalni kit “Platinum® PCR SuperMix, Invitrogen”. Umna-

žanje dijela kontrolne regije mtDNK je rađeno u smjesi 

volumena 10 µL koja je sadržavala: 1 µl DNK, 1 µl 2 µM 

otopine početnica i 9 µl Platinum® PCR SuperMix, Invi-

trogen. Reakcija se provodila koristeći uređaj GeneAmp 

PCR System 2700 (Applied Biosystems). Elektroforezom 

na 1,5%-tnom agaroznom gelu je provjereno da li je 

došlo da umnažanja PCR produkta Elektroforeza se od-

vijala na sobnoj temperaturi, pri konstantnom naponu 

od 90V, 30 min. 

REZULTATI I RASPRAVA
Pomoću aplikacije Primer-blast (Rozen i Skaletsky, 2000) 

izradili smo vrsno speci!čne početnice za umnažanje 

dijela kontrolne regije mtDNK jelena lopatara (Dama 

dama). Početnice se vežu na 399. i 641. lokus kontrolne 

regije mtDNK jelena lopatara te daju PCR proizvod dulji-

ne 243 parova baza (pb) (Tablica 1.).

Tablica 1.  Slijed nukleotida vrsno speci�čnih početnica za jelena lopatara 

Slijed nukleotida u početnici (5’->3’)

Uzvodna početnica TCGCTCCGGGCCCATAGACT

Nizvodna početnica GCTCCGGGTCGGGGCCTTAG

Slika 1. Prikaz agaroznog gela nakon elektroforeze PCR proizvoda             

                  uzoraka jelena lopatara (L1-L6), jelena običnog (J1-J3) i srne (S1-S3)

Optimizacijom PCR reakcije na temperaturnom gradi-

jentu od 57°C do 71°C utvrdili smo da se početnice opti-

malno speci!čno vežu na temperaturi od 70°C. Zatim smo 

ispitali učinkovitost dizajniranih početnica za razlikovanje 

jelena lopatara od ostalih punorožaca prisutnih u Hrvat-

skoj na osam uzoraka DNK jelena lopatara, tri uzorka je-

lena običnog i tri uzorka srne obične. Kod šest od ukupno 

osam uzoraka (75%) jelena lopatara dobili smo PCR proi-

zvod, dok kod uzoraka jelena običnog i srne obične nije 

dobiven PCR proizvod (Slika 1.). Provjerom izolacije DNK 

smo utvrdili da kod dva uzorka jelena lopatara kod kojih 

nismo dobili PCR proizvod izolacija DNK nije uspjela.

Većina znanstvenih istraživanja s ciljem analize mesa 

i mesnih prerađevina metodama molekularne genetike 

provedena je na domaćim životinjama (Girish i sur., 2004). 

Znatno je manje istraživanja identi!kacije mesa divljači, 

iako tržište pokazuje sve veću potrebu za njima. Fajardo 

i sur. (2007a) dizajnirali su tri vrsno speci!čne početnice 

za razlikovanje divljih pripadnika šupljorožaca, divokoze 

(Rupicapra rupicapra), kozoroga (Capra ibex) i mu+ona 

(Ovis musimon). Isti tim znanstvenika (Fajardo i sur. 2008a) 

je također proveo istraživanje vrsno speci!čnih početnica 

za razlikovanje divlje (Sus scrofa scrofa) od domaće svinje 

(Sus scrofa domestica) ciljajući D - petlju kontrolne regije 

mitohondrijske DNK i jezgrine melanokortin-receptor 1 

(MC1R) gene.  Pokazalo se da je korištenje vrsno speci-

!čnih početnica koje ciljaju točno određene, kratke od-

sječke DNK, pouzdana metoda za kontrolu namirnica, 

posebno kod termički obrađenih uzoraka ili namirnica 

koje sadrže meso dviju ili više životinjskih vrsta (kobasice, 

paštete, mljeveno meso itd.) (Montiel-Sosa i sur., 2000). 

Također ova metoda je jeftinija, brža i pogodnija za rutin-

ske analize velikog broja uzoraka (Herman, 2001).
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ZUSAMMENFASSUNG

Die Bestimmung der Sorte, von der das Fleisch in Lebensmittelprodukten stammt, kann zuverlässig und einfach durch den Einsatz von artenspezi�schen 

Primern durchgeführt werden, die auf genau festgelegte kurze DNA-Abschnitte ausgerichtet sind. Ziel unserer Untersuchung war der Entwurf von arten-

spezi�schen Primern für die Vermehrung der Kontrollregion  mitochondrialer DNA beim Damhirsch (Dama dama) und die Optimierung des Protokolls der 

Polymerase-Kettenreaktion (PCR) für den Einsatz der genannten Primer. Die Primer werden für die Identi�zierung des Damhirsches und seine Di�erenzie-

rung von anderen Sorten eingesetzt, ausschließlich anhand der DNA-Reinigung, Polymerase-Kettenreaktion und Elektrophorese. Der Einsatz von Primern 

wurde an acht Damhirschproben untersucht, wovon drei  vom Rothirsch und drei vom Europäischen Reh. 

Schlüsselwörter: Primer, mitochondriale DNA, Damhirsch, Dama dama

Identi�zierung von Damhirsch�eisch anhand von molekularen Methoden
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SUNTO

L’accertamento della specie da cui proviene la carne nei prodotti alimentari può essere compiuto in modo a"dabile e semplice mediante 

l’uso di speci�ci inneschi (primer) che puntano esattamente determinati corti frammenti di DNA. Lo scopo della nostra ricerca consiste nel 

produrre inneschi speci�ci per la moltiplicazione della regione di controllo del DNA mitocondriale del daino (Dama dama), e ottimizzare il 

protocollo della reazione a catena della polimerasi (PCR) per l’impiego dei suddetti inneschi. Gli inneschi sono impiegati per l’identi�cazione 

della carne di daino e per la sua di�erenziazione dalle altre specie mediante isolamento del DNA, reazione a catena della polimerasi (PCR) 

ed elettroforesi. L’impiego degli inneschi è stato testato su otto campioni di daino, tre campioni di cervo comune e tre campioni di capriolo. 

Parole chiave: innesco (primer), DNA mitocondriale, daino, Dama dama

Identi�cazione della carne di daino con metodi d’indagine molecolare

RESÚMEN

La identi�cación de la especie de la que proviene la carne en los productos alimentarios se puede realizar �able- y simplemente, usando los 

cebadores especí�cos que se unen a las secuencias del ADN especí�cas. El objetivo de este estudio fue formar cebadores especí�cos para 

multiplicación de la región control del ADN mitocondrial del gamo común (Dama dama) y la optimización del protocolo de la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR) para el uso de los cebadores mencionados. Los cebadores se usan para la identi�cación del gamo común y 

su diferenciación de otras especies, usando solamente la isolación del ADN, PCR y electroforesis. El uso de los cebadores fue examinado en 

ocho muestras del gamo común, tres muestras del ciervo común y en tres muestras del corzo.  

Palabras claves:  cebador, genoma mitocondrial (ADNmt), gamo común, Dama dama

Identi�cación de la carne de los gamos comunes por los métodos moleculares


