Roczniki Naukowe Polskiego Towarzystwa Zootechnicznego, t. 4 (2008), nr 3

Sekwencje mikrosatelitarne
w badaniach struktury genetycznej koz
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Celem prowadzonych badan byla charakterystyka struktury genetycznej koz saanenskich na
podstawie polimorfizmu sekwencji mikresatelitarnych DNA. Badania przeprowadzono na 54
kozach rasy saanefiskiej. Zidentyfikowano 34 warianty polimorficzne w 6 badanych loci.
Srednia liczba alleli (Na) wynosila 5,7, a liczba alleli efektywnych (Ne) ~ 3,8. Dla wiekszodci
foci nie stwierdzono odehylefi od stanu rownowagi genetycznej. Heterozygotycznoéé obser-
wowana (Ho) i oczekiwana (He) u kéz saanefskich przyjmowata warto§¢ 0,7. Markery mik-
rosatelitarne sy przydatnym narzedziem w analizie struktury genmetycznej i poréwnaniu
zmienno$ci miedzy réznymi rasami kéz. Wskazane wydaje si¢ rozszerzenie tego typu badan
na inne rasy kéz w Polsce, przy uiyciu wiekszej liczby markeréw.

SLOWA KLUCZOWE: kozy / rasa saanenska / sekwencje mikrosatelitarne / struktera
genetyczna

Badania zmiennogei i struktury genetycznej koz nie sq tak rozpowszechnione jak
w przypadku bydfa czy owiec. Wraz z rozwojem technik molekularnych obserwuje sie
jednak coraz wigksze zainteresowanie tego typu badaniami réwniez w odniesieniu do
tego gatunku zwierzat. W europejskim projekcie Econogene [2], przy uzyciu markeréw
mikrosatelitarnych, analizowano genetyczng réznorodno$é 45 ras kéz z 15 krajow
Europy 1 Bliskiego Wschodu. Markery mikrosatelitarne znalazly zastosowanie w bada-
niach kontroli pochodzenia kéz [6], ocenie dystansu genetycznego miedzy rasami,
liniami i populacjami zwierzat [9], szacowaniu stopnia zinbredowania populacji, a tak-
ze w badaniach filogenetycznych [4].

Rasa saanefiska wyhodowana zostata w Szwajcarii, w kantonie Berno, w dolinie
rzeki Saanen, a obecnie rozpowszechniona jest na calym éwiecie. W wielu krajach
uzyto jej do wyhodowania nowych i uszlachetniania pierwotnych ras. W Polsce pod
wzgledem liczebnosci rasa ta zajmuje trzecie miejsce, po kozach biatych i barwnych
uszlachetnionych, co stanowi okolo 17% poglowia kdz bedacego pod ocena [10]. Od
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kéz saanenskich, koz miejscowych i bialych szlachetnych niemieckich wywodzi sig
najliczniejsza polska rasa kéz — biala uszlachetniona.

Celem prowadzonych badai byta charakterystyka struktury genetycznej stada koz
saanenskich na podstawie polimorfizmu sekwencji mikrosatelitarnych DNA.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 54 kozach rasy saanefiskiej. DNA zostato wyizolowa-
ne z probek krwi z wykorzystaniem DNA Purification Kit. Analiza polimorfizmu sek-
wencji mikrosatelitarmych DNA zostala przeprowadzona na podstawie wybranych mar-
kerdéw, zalecanych przez FAO do oceny bioréznorodnosci koz [3]: CSRD0247,
[LSTS0087, INRA0023, McM0527, OarFCB0020, SRCRSP0023. Amplifikacje wyizo-
lowanego DNA, z wykorzystaniem wybranych sekwencji starterowych, przeprowadzo-
no jednoczesnic dla 6 loci (reakcja typu multipleks). Reakeje dla pojedynczej prébki
przeprowadzono w objetoéci 10 pl. Mieszanina reakcyjna zawierata: 3 mM MgClz, 0,4
mM DTP, 1 ml buforu (10x), 0,15 mM CSRD0247, 0,08 mM ILSTS0087, 1,2 mM
INRAQO23, 0,1 mM McMO0527, 0,25 mM OarFCB0020, 0,25 mM SRCRSP0023, i00
ng DNA i 2 U polimerazy AmplitagGold. Amplifikacje dla wybranych loci przeprowa-
dzono w nastgpujacych warunkach: wstgpna denat. 95°C — 10 min, 31 cykli: 94°C - 30 s,
55°C - 30 s, 72°C — 1 min, wydluzanie: 72°C — 5 min,

Produkty PCR poddano rozdzialowi w sekwenatorze kapilarnym. Wielkos¢ anali-
zowanych fragmentéw DNA okre§lono w parach zasad, a uzyskane dane stanowily
podstawe do przeprowadzenia analiz statystycznych. Analizy przeprowadzono przy
pomocy programu komputerowego POPGENE 3.2.

Wyniki i dyskusja

Zmienno§¢ genetyczna ma ogromne znaczenie dla wszystkich gatunkdw zwierzat.
Duza pula genéw w populacji gwarantuje lepsze zdolno$ci adaptacyjne populacji do
warunkéw §rodowiska. Niebezpieczenstwo ograniczenia tej roznorodnosci stwarzajg
zmiany zachodzace na skutek pracy hodowlanej, prowadzace do ograniczenia puli
genetyczne). Coraz wigkszego znaczenia nabieraja zatem badania struktury i zmienno-
$ci genetycznej zwierzat, sluzqce monitorowaniu zmian zachodzacych w populacjach.
Poczatkowo do okre$lenia struktury genetycznej wykorzystywane byty markery [ klasy,
jednak w badaniach na szeroka skalg przydatniejsze okazaty sie markery IT klasy, m.in.
sckwencje mikrosatelitarne.

W badaniach przeprowadzonych na grupie koz rasy saanenskicj zidentyfikowano
34 warianty polimorficzne w 6 loci. W tabeli 1. przedstawiono frekwencje alleli w ba-
danych loci mikrosatelitarnych. Wszystkie badane sekwencje mikrosatelitarne byly
polimorficzne. W locus SRCRSP023 zidentyfikowano 8 alleli o diugosci od 85 do 111
pz. Z najwyiszy frekwencjg (0,24) wystgpowal allel o dlugosci 111 pz. W locus IN-
RA23 zaobserwowano 7 alleli. W loci MCM0527, ILSTS0087 i OarFCB0020 zidenty-
fikowano po 5 alleli. Z najwyzsza frekwencja wystepowaly allele, odpowiednio: 156
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Tabela 1 - Table 1
Cuzgstos¢ wystgpowania alleli w badanych loci
Frequency of alleles at loci

McMO0527 CRSDO247 ILST0087 OarFCB0020 INRA0023 SRCRSPO23

156  0,5000 217 0,0648 145 (,1852 97  0.0370 197  0,1667 85  0.0833
158 00278 229 0,2037 147  0,0278 99 00833 199 0,0785 95 0,14381
166 0,129 31 04537 149 0,1759 101 06514 201 o,10l9 97 0,0278
170 00185 238 02778 151 0,2500 103 00278 207 0,1574 9% 0,1852
172 03240 157 0,3611 107 0,1944 211 0,129% 101 0.2407
213 03333 103 0,1389

215 0,0926 107 01204

111 0,0556

pz (0.5), 151 pz (0,25) i 101 pz (0,65). Najnizszym polimorfizmem charakteryzowato
sig locus CSRD0247; zidentyfikowano w nim tylko 4 allele.

Na podstawie czestosci alleli obliczono parametry zmiennoci genetycznej. W ta-
beli 2. przedstawiono wartoéci heterozygotycznosci obserwowanej (Ho) i oczekiwanej
(He), liczbg obserwowanych alleti (Na) dla poszczegllnych loci, wyliczong liczbe alleli
efektywnych (Ne) oraz wartoéci $rednic dla badanej grupy. Efektywna liczba alleli
wahala si¢ w granicach od 2,08 do 6,29 i byla znacznie nizsza od obserwowanej, co
$wiadczy o zaangazowaniu faktycznie niewielkiej liczby alleli w tworzeniu struktury
genetycznej populacji kozy saanenskiej. Srednia liczba alleli w badanej populacji wy-
nosita 5,7.

Tabela 2 — Table 2

Liczba aileli (Na), efektywna liczba alfeli (Ne), heterozygotycznosé obserwowana (Ho) i oczekiwana {He)
oraz odchylenie od stanu réwnowagi (Prw) dla badanych Joci i érednia dla rasy

Number of alleles (Na), effective number of alleles (Ne), observed (Ho) and expected heterozygosity (He),
probability value for Hardy-Weinberg equilibrium (Puw) at the loci and mean for breed

Locus Na Ne Ho He Puw
McM0527 5 2,68 0,685 0.627 0,7669
CSRD0247 4 3,04 0,778 0.671 0,2579
ILSTO087 5 3,86 0,629 0,741 p<0,03
QarFCB0020 5 2,08 0,426 0,521 p<0,05
INRAD023 7 5,00 0,870 0,800 0,1298
SRCRSP023 8 6,29 0,889 0,341 p<0,03
ﬁ:;l:ia 5,7 3,83 0,713 0,700 -

Podobne wyniki uzyskano w badaniach przeprowadzonych dla ras wloskich — roc-
caverano i vallesana, z wykorzystaniem tych samych markeréw mikrosatelitarnych.
W projekcie Econogene $rednia liczba alleli wahala sig w granicach od 5,2 do 8.3
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w zaleznoci od rasy, a dla polskich kéz barwnych ujetych w tym projekcie wynosita
6,9 [2). W badaniach przeprowadzonych na terenie Brazylii [8] zaobserwowano wysokag
liczbe alleli w Populacjach uzytkowanych mlecznie ras importowanych, tj. alpejskicj
(12,8), toggenburskiej (9,5), saanehskiej (9,3), au kéz anglonubijskich - 7,4, podobnie
Jak u ras rodzimych ~ moxoto i caninde. Minimalna liczba alleli w locus w badaniach
przeprowadzanych przez Oliveira § wsp. [8] wynosita 9, a maksymaina 26. Inne wyniki
uzyskat Menezes [7], badajac natywne rasy brazylijskie z wykorzystaniem 27 markeréw
mikrosatelitarnych — minimalna liczba alleli w locus wynosita 3, a maksymalna 23.
Podobne badania, majace na celu scharakteryzowanie struktury populacji ras rodzimych
kéz, przeprowadzono w Chinach [5] i w Indiach [4]. Srednia liczba alleli dla tych
Populacji wynosita, odpowiednio — 69154,

Wartosé heterozygotycznosci obserwowanej (Ho) i oczekiwanej (He) u kéz saanefi-
skich byla wysoka i wynosla 0,7 (tab. 2). Podobne obserwacje dotyczace tej rasy
dokonali Araujo i wsp. [1]. Wedlug Oliveiry i wsp. [8], Ho u ko6z saanedskich byta
znacznic nizsza i wynosita 0,45. Podobny poziom heterozygotycznosci uzyskano dla
rasy alpejskiej (0,46) i anglonubijskiej (0,4). W badaniach przeprowadzonych w Szwaj-
carii [9] zaobserwowano wyzszg heterozygotycznoéé dla ras udomowionych (0,58)
W poréwnaniu z rasami dzikimi bezoar j ibex (0,171 0,19). Brazylijskie rasy charakte-
ryzowaly si¢ niskim poziomem heterozygotyeznosci [1, 8]. Badania przeprowadzone na
szersza skale, obejmujace Europe Srodkows i Pélnocng oraz Bliski Wschod, wykazaty
wyzsza heterozygotycznosé dla populacji koz z Bliskiego Wschody (0,59) w poréwna-
niu z kozami europejskimi (0,66).

Markery mikrosatelitarne sa przydatnym narzedziem w analizie struktury genetycz-
nej i pordwnaniu zmiennoéci mi¢dzy roznymi rasami kéz. Wskazane wydaje sie roz-
szerzenie tego typu badaf na inne rasy kéz w Polsce, przy uzyciv wigkszej liczby
markerdw,
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Microsatellite sequences in studies of genetic structure in goats

Summary

Saanen goat population vartability and structure was investigated geneticaily utilizing FAQ
recommended microsatellite markers. Genetic variation at 6 microsatellite loci and population
structure were examined. Thirty four alleles, in total, were detected, Alle! numbers (Na), observed
(Ho), expected heterozygosity (He) were calculated. All microsateliite loci were found to be
polymorphic, with 4 to 8 alleles per focus in average. The average He values compared to the
average Ho values did not show differences in the studied popuiations — their value was 0.7. No
significant genotypic linkage disequilibrium was found for most of the loci. Estimates of genetic
variability such as effective number of alleles and gene diversities revealed substantial genetic
variation frequently displayed by microsatelite markers. Average effective number of alleles was
less than the average observed number of alleles: 5.7 and 3.8, respectively. The populations showed
high levels of genetic variation. Microsatellite markers were a useful tool for analysis of genetic
structure in goats.
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