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Powstawanie gatunkéw zwierzat bylo $ciSle zwiazane z ewolucja ich genomow. Zmiennoéé
obserwowana na poziomie sekwencji DNA jest skutkiem mutacji prowadzacych do powsta-
wania nowych jednostek taksonomicznyeh. Procesy te zachodza zaréwno w DNA jadrowym,
Jjak i w mitochondriach zawierajacych odrebny material genetyczny —~ mitochondrialny DNA
(mtDNA). W pracy dokonane analizy poréwnawczej 22 sekwencji fragmentu cytochromu b,
mitochondrialnego DNA dlugosci 590 pz, osobnikéw nalezacych do trzech rodzin nieparzy-
stokopytnych. Dwanasdcie sekwencji pochodzile z internetowej bazy danych NCBI, dziesie¢ —
uzyskano na potrzeby badan z materialu biologicznego. Oszacowanie zmiennosei genetycznej
i stworzenie dendrogramu metody UPGMA, mozliwe bylo przy uzyciu programu DIALIGN
2.1. Analiza zmienno$ci ofrzymanych sekwencji potwierdzila wystepowanie zjawiska hetero-
plazmii, opisanego wezeSniej przez Ishide [1]. Udowodnita rowniez przydatno$é wybranej
sekwencji jako markera pozwalajacego na filogenetyczne réznicowanie osobnikéw pod wzgle-
dem przynalezno$ei do réinych rodzin w obrebie tego samego rzedu.

SLOWA KLUCZOWE: polimorfizm / Equidae / DNA mitochondrialny / filogencza

Badania genetyczne populacji z wykorzystaniem mitochondrialnego i jadrowego
DNA prowadzg do okreslenia zmienno$ei pomiedzy osobnikami nalezacymi do tego
samego, jak i roznych gatunkéw. Dzigki jednostronnemu, matczynemu przekazywaniu
potomstwu  materialu genetycznego, zawartego w mitochondriach i unikalnym sek-
wencjom przenoszonym na chromosomie Y, mozna $ledzi¢ wplyw poszezegdlnych linii
na tworzenie ras 1 populacji w ramach gatunku oraz ich udzialu w ogolnej puli genowej
badanej grupy. Badania molekularne, wykorzystujace markery DNA pozwalaja wice
uzyska¢ pelny obraz filogenezy, ktdry moze uzupelni¢ lub udoskonali¢ system trady-
cyjny, oparty na roznicach biometrycznych.



Od momentu, kiedy odnotowano, ze zmienno$¢ genetyczna mitochondrialnego
DNA (mtDNA) pomiedzy osobnikami roznych gatunkow jest utrwalana przez brak
procesOw naprawczych, polimorfizm w obrgbie tych cyrkularnych struktur DNA jest
szeroko analizowany pod katem badan ewolucyjnych [1]. Dwie cechy mitochondrial-
nego DNA czynig go szczegdinie przydatnym do badan filogenetycznych. Po pierwsze,
ewolucja mitochondrialnego DNA zachodzita przewaznie na drodze substytuciji poje-
dynczej pary nukleotyddw, z nieznaczng czestotliwoscig wtdérnych mutacit [3], po dru-
gie, czestotliwo$¢ mutacji w mitochondrialnym DNA jest nawet dziesieciokrotnie wyz-
sza niz w jadrowym [3, 4].

Pierwsi przedstawiciele rzedu nieparzystokopytnych pojawili si¢ w dolnym eoce-
nie, tj. okolo 70 min lat temu. Wywodzili si¢ prawdopodobnie z rodziny Phenocodon-
tidae znanej z pdznego paleocenu. Wcezesna specjacja nieparzystokopytnych przebiega-
la gwaltownie. Wyodrebnily sie cztery dominujace linie. Wiele powstatych wtedy ro-
dzin przetrwalo do eocenu, wymierajgc pdiniej w oligocenie.

W 1996 roku Ishida i wsp. [1] po raz pierwszy dokonali poréwnania sekwencji
mtDNA we fragmencie genu cytochromu & mtDNA pomigdzy konmi Przewalskiego
a kofimi peinej krwi angielskiej, zebrg i ostem. Wykazali oni, ze zmiennoS$¢ w obrebie
badanego fragmentu pozwala na odrdznienie osobnikow nalezacych do tego samego
rzedu, ale réznych gatunkdw i podgatunkow.

Celem niniejsze} pracy bylo sprawdzenie, czy na podstawie analizy sekwencji
wybranego fragmentu mtDNA genu cytochromu b z regionu D-loop mozna dokonywaé
wewnatrz- 1 miedzygatunkowych analiz filogenetycznych, przy zalozeniu, ze obserwo-
wana zmienno$¢ wybranego fragmentu ~ jako markera genetycznego powinna by¢
wicksza pomiedzy gatunkami, niz w obrebie jednego gatunku oraz, ze bedzie ona
adekwatna do stopnia obserwowanych réznic morfologicznych i anatomicznych miedzy
gatunkami.

Material i metody

Analizie sekwencyjnej poddano fragment DNA dlugo$ci 590 pz (par zasad), zloka-
lizowany w genie cytochromu b mtDNA. Badany fragment zsekwencjonowano u 10
koni nalezacych do trzech ras. Badaniami objeto konie $laskie, konie trakefiskie i po-
chodzenia trakefskiego oraz konie huculskie zaliczane do ras prymitywnych. Do ana-
lizy porownawczej wykorzystano takze 11 analogicznych sekwencji, znajdujacych sic
w zasobach genetycznej bazy danych NCBI, oraz sekwencjg opublikowany przez Ishide
i wsp. [1]. Ostatecznie wérod 22 pordwnywanych sekwencji znalazio sie:

e 14 sekwencji koni Equus caballus

e | sekwencja osla Equus asinus

e | sekwencja zebry Equus grevyi

e 4 sekwencje nosorozcoOw z rodzajébw Rhinocerotidae i Dinocerothidae

o 2 sekwencje tapirow z rodzaju Tapirus

Od badanych zwierzat pobierano krew obwodowa z zyly jarzmowej i przechowy-
wano w temperaturze ~80°C. DNA izolowano metoda fenolowo-chloroformows. Am-

104



plifikacje (metoda PCR) wybranego fragmentu mtDNA przeprowadzono w termocyk-
lerze typu T3Thermocycler (Biometra). Warunki reakcji zostaly ustalone na podstawic
danych z literatury [4]: I cykl — 96°C 2 min, 55°C | min, 72°C 1 min; 34 cykle — 94°C
I min, 55°C | min, 72°C 1 min; I cykl — 72°C 10 min. Startery do reakcji PCR zostaly
wybrane na podstawic danych z pracy Ishidy i wsp. [1]:

L5~ TATTCCTAGCCATACACTACAC,

R 5"~ TATTCCTAGCCATACACTACAC.

Produkt PCR przechowywano w temperaturze 4°C.

Produkt PCR sekwencjonowano metoda Sangera, po wezesniejszej ligacji z wekto-
rem pGEM, odczyt sekwencji prowadzony byl przy uzyciu sekwenatora automatyczne-
go Alf Express II. Pordwnania sekwencji i okre§lenia zmienno$ci w badanym fragmen-
cie pomiedzy poszczegolnymi osobnikami dokonano w programie DIALIGN 2.1, opra-
cowanym przez Morgensterna i wsp. [5]. Program ten umozliwil wykreélenie dendro-
gramu metodg UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Mean). Me-
toda ta jest stosowana w przypadku, gdy tempo ewolucji pomiedzy poszczegdlnymi
gatunkami jest w przyblizeniu réwne (prawie liniowa zalezno$¢ pomiedzy dystansem
ewolucyjnym a czasem dywergencji) [6].

Wyniki i dyskusja

Poréwnanie skfadu nukleotydowego badanego odcinka mtDNA u zwierzat z gatun-
kéw nalezacych do rzedu nieparzystokopytnych pozwolilo stwierdzié¢, ze zmiennoéé
sekwencji osobnikow, w obrebie kazdego z badanych gatunkdw, jest mniejsza niz po-
migdzy gatunkami, a otrzymane roznice migdzy gatunkami odzwierciedlaja stopief
podobienstwa filogenetycznego jednostek systematycznych z rzedu nieparzystokopyt-
nych (rys. 1). Wyniki sugeruja, ze badana sekwencja mitochondrialnego DNA moze
by¢ uzywana jako marker w badaniach filogenetycznych do oznaczania réznic micdzy-
gatunkowych. Nalezy stwierdzi¢ jednak fakt, ze wszystkie badane osobniki z gatunku
Equus caballus, mimo iz tworza wspdlng gala? filogenetyczng na dendrogramie, wyka-
zuja duze zroznicowanie sekwencji migdzy sobg (niezaleznie od rasy). QOd okolo 50 do
65% calkowitej zmienno$ci badanych fragmentow mtDNA przypada na roznice miedzy
poszezegblnymi osobnikami. Dowodzi to duzej zmiennosei badanego fragmentu w ob-
rebie gatunku. Gloéwng przyczyna tak duzej zmiennoéci migdzyosobniczej jest heterop-
lazmia komorkowa, czyli obecno$¢ w komorce mitochondriéw zawierajgcych rozny
material genetyczny [2].

Ishida [1] rowniez zaobserwowal heteroplazmic u szeSciu, sposrod siedmiu bada-
nych ras koni, na tej podstawie mozna sadzi¢, ze w rodzinie Equidac jest to zjawisko
powszechne. Poddaje to w watpliwos$é, czy zastosowany marker (fragment mtDNA)
mozna w pelni uzna¢ za wlasciwy do badan filogenetycznych prowadzonych w obrebie
tego samego gatunku.

Dla bardziej czytelnego zobrazowania zmiennosci, prezentowanej w badanym frag-
mencie genu cytochromu b migdzy rodzinami z rz¢du nieparzystokopytnych, pogrupo-
wano pojedyncze sekwencje na nalezace do zwierzat z trzech rodzin: Equidae, Rhino-
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Rys. 1. Dendrogram dystansu genetycznego wybranych sekwencji mtDNA
Fig. L. Phylogenetic distance between selected miDNA sequences
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Rys. 2. Zmienno$¢ miedzy rodzinami rzedu Perissodactyla
Fig. 2. Distance between different families from order Perissoductyla



cerotidae [ Tapiridae. Powstaly w ten sposob dendrogram przedstawiono na rysunku 2.
Dendrogram w pelni odpowiada filogenezie rzgdu nieparzystokopytnych. Badana sek-
wencja mitochondrialnego DNA moze by¢ uzywana jako marker w badaniach filoge-
netycznych, majacych na celu okreélenie przynalezno$ci osobnika do rodziny. Potwier-
dzenie tej tezy wymaga jednak przeprowadzenia analizy poréwnawczej obejmujacej
wiekszg liczbe przedstawicieli poszczegdlnych gatunkow.
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Summary

Speciation process is strictly connected with genome evolution. The variability observed on
the DNA level results from the mutations leading to creation the new taxonomic units. These
processes take place both in nuclear DNA and in mitochondrial (mtDNA). In the paper presented
we made the comparative analysis of 22 sequences from cytochrom b fragment of 590 bp taken
from individuals belonging to three families of even-toed ungulates. Twelve sequences were taken
from internet database NCBI; ten were obtained for the purposes studied directly from the biolo-
gical material. The genetical variability was evaluated and UPGMA dendrogram was done using
the program DIALIGN 2.1. The analysis of variation of obtained sequences confirmed the hete-
roplasmy phenomenon described previously by Ishida [1]. It has also proved the advisability of
using the chosen sequence as a marker to assign the phylogenetic differentiation of individuals on

the base of their family taxonomy within the same order.
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