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Badaniami objeto 98 ptakéw obu plci, pochodzacych z outbredowej populacji przepiorki
Japonskiej (Coturnix japonica). Genomowy DNA byt izolowany z prébek krwi metoda eks-
trakeji fenolowo-chloroformowej. Do amplifikacji wybranych loci mikrosatelitarnych za po-
moca tafcuchowej reakeji polimerazy (PCR) zastosowano startery wykorzystywane w hada-
niach markerow mikrosatelitarnych (ADL0142, ADL0143, ADL0272, MCWO0088) u kur. Po
ustaleniu warunkéw amplifikacji i otrzymaniu jej produktéw przeprowadzono analize dlu-
go$ci otrzymanych alleli przy pomocy automatycznego sekwenatora ALF Express II (Phar-
macia LKB). Dla wybranych loci: ADL0142, ADLO0143, ADLO272 i MCW0088 ustalono
liczbe alleli réwng, odpowiednio: 6, 7, 91 6. W odniesieniu do dwéch pierwszych loci rezultat
ten w znacznym stopniu réznil sie od wynikéw otrzymanych przez innych autorow, ktorzy
wykazali w swoich badaniach u przepiorek zaledwie 3 i 1 allel, odpowiednio [16, §]. Wyka-
zano, ze markery kurze ADL0272 i MCW0088 moga byé stosowane w badaniach molekular-
nych przepiérek japonskich. Stwierdzono istotne zréznicowanie rozkladu frekwencji posz-
czegolnych alleli w loci ADL0142 § ADLO272 migdzy samcami i samicami. Uzyskane wartosci
wspolezynnika heterozygotyeznosei (FHe): 0,82 (ADL0142); 0,72 (AD1.0143); 0,88 (ADL0272);
0,73 (MCWO0088) i indeksu stopnia polimorfizmu (PIC), edpowiednio: 0,79; 0,7; 6,87; 0,7,
wskazuja na mozliwo$¢ wykorzystania wybranych sekwencji mikrosatelitarnych jako mar-
keréw genetycznych.
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Markery genetyczne to sekwencje DNA, kodujace lub nie kodujace, ktore charaktery-
zuja sie duzym polimorfizmem oraz latwym do prze$ledzenia sposobem dziedziczenia.
Sekwencje mikrosatelitarne zawieraja krétki, najezesciej dwu-, trzy- lub czteronukleo-
tydowy motyw. Wystepuja jako proste powtdrzenia motywu lub tez motyw moze by
przedzielony inng sekwencja. Dzigki swojej duzej zmiennosci zarbwno pomigdzy po-
pulacjami, jak i w ich obrgbie, mikrosatelity staly sie $wietnymi markerami genetycz-
nymi wykorzystywanymi w wielu badaniach dotyczgcych migdzy innymi: kontroli po-
chodzenia u zwierzat [1, 5, 13, 19, 221, szacowania zmienno$ci genetycznej wewnatrz
i pomiedzy populacjami [10, 20, 25, 26], identyfikacji genéw cech iloéciowych [21, 23,
24] oraz tworzenia map genomowych [4, 12, 17, 18].

Genom przepiorki japonskiej jest stosunkowo mato poznany. Wykorzystanie podo-
bienstwa mikrosatelitarnych sekwencji DNA z gatunkiem ptakow z tej samej podrodzi-
ny (kura) lub rodziny (indyk), ktérych material genetyczny jest juz cze§ciowo znany,
niesie nadzieje jego szybszego poznania. Jednak, pomimo podobiefnstw wynikajacych
z bliskosci taksonomicznej, pewnym utrudnieniem w analizie markerow mikrosatelitar-
nych tego gatunku jest konieczno$¢ poszukiwania markerow, gdyz wiele poznanych,
np. w populacjach kur, nie odpowiada markerom przepidrezego genomu [8, 9, 11, 16].

Dlatego celem niniejszej pracy bylo zbadanie mozliwodci zastosowania starterow
do tej pory stosowanych w analizie DNA kur i wykorzystania ich w badaniach polimor-
fizmu mikrosatelitarnego u przepiorki japonskiej (Coturnix japonica), jak rowniez ok-
redlenie stopnia polimorfizmu wybranych sekwencji mikrosatelitarnych w badanej po-
pulacji oraz sprawdzenie przydatno$ci wybranych sekwencji mikrosatelitarnych jako
markerow genetycznych.

Material i metody

Materialem do$wiadczalnym byla populacja outbredowa przepiorki japonskiej u-
trzymywana w Katedrze Genetyki i1 Ogdlnej Hodowli Zwierzat SGGW. Populacja ba-
zowa zostata wytworzona przez obukierunkowe dwustopniowe krzyzowanie 3 linii
przepidrek, tak aby uzyskac populacje 0 znanym udziale genetycznym poszcezegdlnych
linii (1/2 linii J 1 po 1/4 linit W 1 K, utrzymywanych w izolacji od 25 pokolen). Wy-
tworzona w ten sposob populacja mieszancowa przez kolejnych 6 pokolen byta prowa-
dzona systemem losowego wyboru | samca i | samicy w obr¢bie kazdej z 50 rodzin
pelnego rodzenstwa 1 ich losowego kojarzenia z unikaniem inbredu. Plan kojarzen u-
stalano przy pomocy programu komputerowego [14], typujacego polaczenia rodzicdw
na podstawie minimalizacji inbredu hipotetycznego potomstwa. Ptaki wykorzystane do
badan pochodzily z 6 pokolenia potomnego kojarzen losowych i zostaly wybrane na
rodzicdw nastgpnego pokolenia.

Do analizy molekularnej wykorzystywano krew pobrang po dekapitacji. Zgroma-
dzono probki od 49 samcdw i 49 samic z badanej populacji, po zakoficzeniu cyklu
reprodukeyjnego. Genomowy DNA byt izolowany metody ekstrakeji fenolowo-chloro-
formowej (wg metodyki Hillel it wsp. [7] w modyfikacji opracowanej w Katedrze)
i przechowywany do dalszych analiz w temperaturze 4°C. Do amplifikacji wybranych
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loci mikrosatelitarnych za pomoca fancuchowej reakeji polimerazy (PCR) zostaty wy-
korzystane startery, ktére dotychczas stosowano w analizie molekularnej DNA kur [2,
16]. Startery forward znakowane byly znacznikiem Cy5. Ustalono nastepujace warunki
reakeji PCR: (95°C/3 min; X°C/1 min; 72°C/3 min} x 1; (95°C/30 s; X°C/1 min;
72°C/Imin) x 30; (95°C/30 s; X°C/1 min; 72°C/10 min) x 1. Ustalona temperatura
przylgczania startera X w reakcji PCR wynosila odpowiednio dla kolejnych markeréw:
55°C — ADLO142; 50°C — ADL0143; 60°C — ADLO272; 56°C —~ MCW0088.

Po otrzymaniu produktéw amplifikacji badanych loci przeprowadzono analize diu-
gosei otrzymanych alleli przy pomocy automatycznego sekwenatora ALF Express 11
(Pharmacia LKB).

W sumie przebadano 98 ptakéw pod wzgledem markerdow ADLO143 § ADLO272.
Pod wzgledem kolejnych dwoch markeréw mozliwe bylo jedynic zbadanie 74 (dla
markera MCWOO088) i 67 ptakow (dla markera ADLO0142).

Wyniki analizy molekularnej stanowily podstawe do oszacowania frekwencji alleli
badanych loci, frekwencji homo- i heterozygot, wspotczynnika heterozygotycznosci
oczekiwanej — He [15] oraz okre$lenia wspélczynnika indeksu polimorfizmu — PIC [3].

Zréznicowanie frekwencji alleli badanych loci migdzy samcami i samicami wery-
fikowano przy pomocy testu niezaleznosei chi-kwadrat.

Wyniki i dyskusja

W badanej populacji przepiorki Japonskiej zaobserwowano amplifikacje wszyst-
kich badanych sekwencji mikrosatelitarnych. Wyniki te wskazujg na mozliwo$é wyko-
rzystania wybranych starteréw specyficznych dla sekwencji kur do przeprowadzania
laficuchowej reakcji polimerazy (PCR) u przepiorki japonskiej. Powyzsze wyniki po-
twierdzaja wezesniejsze rezultaty badan Panga i wsp. [16], ktbérzy okreslili stopien
podobiefistwa sekwencji mikrosatelitarnych miedzy kurg a przepiorka japonska. Wy-
mienieni autorzy uwzglednili procent podobiciistwa regionow flankujacych (57 oraz 3°),
a takze pordwnali liczbe powtérzen motywdw podstawowych u obu gatunkéw ptakow.
Procent podobienstwa miedzy kurg a przepiorka Jjaponska pod wzgledem sekwencji
ADLO143 konca 5° wynosit 81%, a konca 3° — 96%, gdy tymczasem dla sekwencji
ADLO142 byt taki sam dla obu konicow i ksztaltowal sie na poziomie 79%.

W tabeli 1 przedstawiono frekwencje alleli badanych loci mikrosatelitarnych. Wy-
kazano wysoki polimorfizm badanych sekwenc;ji mikrosatelitarnych w probach DNA
pochodzacych od ptakow z badanej populacji. W wybranych loci: ADLO142,
ADLO143, ADL0272 i MCWO0088 stwierdzono nastgpujacy liczbe alleli, odpowiednio:
05759 1 6. Rezultat ten w znacznym stopniu roznit sie od wynikéw otrzymanych przez
innych autorow, ktorzy wykazali w swoich badaniach u przepidrek zaledwie 3 1 | allel
w dwdch pierwszych foci, odpowiednio [16, 8]. Zwazywszy na niewiclkg liczbe prze-
badanych ptakow oraz rodzaj motywu powtarzajacego sie badanych sekwencji, autorzy
¢i sugerowali konieczno$¢ dalszych badan, ktére moglyby ewentualnie zmodyfikowa¢
lub potwierdzi¢ uzyskany wynik.
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W niniejszej pracy po raz pierwszy wykazano, Zze markery kurze ADL0272
i MCWO0088 dajg takze produkt amplifikacji u przepiorek. We wezedniejszych pracach
Inoue-Murayama i wsp. [9], wykorzystujac startery specyficzne dia kur, dokonali am-
plifikacji sekwencji mikrosatelitarnych u przepiorki japonskiej tylko w 26,7% (32 se-
kwencje mikrosatelitarne z przebadanych 120) przypadkéw, a Pang i wsp. [16] tylko
22.9% sekwencji mikrosatelitarnych (11 z 48).

Diugo$é wybranych sekwencji mikrosatelitarnych wahala sig od 216 pz do 226 pz
— ADLO0142; od 152 pz do 164 pz — ADLO0143; od 166 pz do 184 pz — ADL272; od 252
pz do 266 pz — MCWO0088 (tab. 1). Pang i wsp. {16] oraz Inoue-Murayama i wsp. [8]

Tabela 1 -Table 1
Frekwencja alleli wybranych loci mikrosatelitarnych w badanej populacji przepiorki japonskic]
The allele frequency of microsatellite loci in Japanese quail population

Marker Muarker Murker Marker
ADLO142 ADLO143 ADLO272 MCW0088
dlugost Frekwencja dlugo$c  Frekwencja dlugosc Frekwencja dlugose Frekwencja
alleli (pz)  Frequency alleli {pz) Frequency alleli (pz)  Frequency alleli (pz)  Frequency
alleles’ alleles’ alleles’ alleles
length (bp) length (bp) tength (bp) length (bp)

Samce ~ Males

n¥=54 n*=98 n*=98 n¥=38
216 0,037 152 0,020 166 0,194 252 0.431
218 0111 154 0,092 168 0,071 254 0.034
220 0,149 156 0,408 170 0,204 260 0.034
222 0,296 158 0,083 172 0,092 262 0,034
224 0,296 160 0.112 174 0,184 264 0,208
226 0,111 162 0,263 176 0 266 0,259
164 0,020 178 0.112
180 0,143
184 0
Sumice — Females
=g n#=98 n*=9§ =90
210 0,350 152 0 166 0.061 252 0,378
218 0.288 154 0,133 168 0,010 254 0,122
220 0.162 156 0,469 170 0.102 260 0
222 0.138 158 0,010 172 0,092 262 0.033
224 0,025 160 0,174 174 0,153 264 0,300
226 0,037 162 0,214 176 0,204 266 0,167
164 0 178 0,092
180 0,051
184 0,235
Samce i samice tycznie ~ Males and females together
n#=134 n*=196 n*={96 n*=148
216 0,224 152 0,010 166 0,128 252 0,399
218 0.216 154 0,112 168 0,041 254 0,088
220 0,157 156 0,439 170 0,153 260 0,013
222 0,202 158 0,046 172 0,092 262 0.034
224 0,134 160 0,143 174 0,168 204 0,263
226 0,067 162 0,240 176 0,102 266 0,203
164 0,010 178 0.102
180 0,097
184 0,117

n* — liczba alleli — number of alleles
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wykazali w badanych populacjach przepiorki japonskiej allele o dlugosci 204 pz; 210
pz; 214 pz dla markera ADLO142 i 138 pz dla markera ADLO143. W badanej populacji
przepidrek diugo$c sekwencji markerow ADLO142 i ADLO0143 oraz ADL0272
i MCWO0088 byla mniejsza niz dlugo$é¢ sekwencji ww. markeréw u kur [2, 17].

W poszezegolinych loci mikrosatelitarnych wykazano wystepowanie nastepujacych
alleli 0 najwyzszej frekwencji (tab. 1): locus ADLO142 — 216 pz (0,224); ADL0143 -
156 pz (0,439); ADLO272 ~ 174 pz (0,168) i MCW0088 — 252 pz (0,399). Inoue-Mu-
rayama i wsp. [9] wykazali w probie 20 przepidrek wystepowanie dwoch alleli (210 pz
i 214 pz) w locus ADLO0142, o frekwencji odpowiednio: 0,51 i 0,49,

W niniejszej pracy zaobserwowano rozne rozklady czgsto$ci wystepowania posz-
czegblnych alleli badanych loci u samcow i samic (tab. 1). Wyniki testu niezaleznosci
chi-kwadrat wskazaly na wysoko istotny wplyw plei na frekwencje alleli pod wzgledem
markera ADLO142 i ADL0272. Natomiast w odniesieniu do markera ADL0143
i MCWQO088 roznice w czestosei wystepowania poszczegdlnych alleli u sameéw i sa-
mic nie byly statystycznie istotne. U samcow odnotowano brak alleli: 176 pz i 184 pz
locus ADL0272, a u samic alleli 152 pz i 164 pz locus ADLO143 oraz allelu 260 pz
focus MCWOO088. Nalezy zauwazy¢, ze allel 184 pz (marker ADIL0272), ktérego nie
odnotowano u samcdw, u samic odznaczal si¢ najwieksza frekwencja.

Dla kazdego z badanych loci wyznaczono heterozygotyczno$é obserwowana (Ho),
ktéra okazala si¢ najwyzsza (0,97) dla locus MCWOQO088, a najnizsza (0,70) dla locus
ADILOI42 (tab. 2). Inoue-Murayama i wsp. [8] odnotowali w swoich badaniach znacz-
nie nizsza wartost Ho (0,30) dla locus ADLO142.

Tabela 2 - Table 2
Wartosci wspolezynnikdw Ho, He § PIC wybranych markerdw w populacji przepiorki japonskiej
Ho, He and PIC coefficients for chosen markers in Japanese quail population

Liczba ptakdéw

Marker Number of Ha He PIC
birds

ADLO142 67 0.70 0,82 0,79

ADLO143 98 0,87 0.72 0.70

ADLO272 98 0.92 0,88 0,86

MCW0088 74 0,97 0,73 0.70

Uzyskane w niniejszej pracy wysokie wartosci heterozygotycznoéei oczekiwane]
(He) — od 0,72 do 0,88, jak i wartoéci PIC ~ od 0,7 do 0,86 (tab. 2), pozwalaja na
wykorzystanie wybranych czterech sekwencji mikrosatelitarnych jako markerow gene-
tycznych.

Pddsumowujqc, w niniejszych badaniach wykazano mozliwo$¢ zastosowania wy-
branych starterdw kurzych do amplifikacji sekwencji mikrosatelitarnych przepiorki
Jjapofiskiej. Odnotowano wysoki polimorfizm badanych sekwencji mikrosatelitarnych.
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Uzyskane warto$ci wskaznika heterozygotycznoéei (He) oraz wspolczynnika indeksu
polimorfizmu (PIC) §wiadczg o przydatno$ci wybranych sekwencji mikrosatelitarnych
jako markerow genetycznych i tacznie z markerami ADL 0206, ADL 0315, HUJ 0006,
ADIL 0037, dla ktorych wezeéniej ustalono warunki reakcji i stwierdzono wystepowanie
polimorfizmu [6], moga stanowié dogodne narzedzie w analizie genetycznej populacii
przepiorki japonskiej.
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Joanna Gruszczyniska, Elzbieta Michalska

The use of the chicken microsatellite markers in the study
of genetic variability of Japanese quail (Coturnix japonica)
experimental population

Summary

The study was conducted on 98 birds originated from the experimental population of Japanese
quail (Coturnix japonica). Genomic DNA was extracted from their blood by phenol-chloroform
extraction. The molecular analysis was performed by using the polymerase chain reaction (PCR)
for the microsatellite markers, isolated from the chicken microsatellite DNA-enriched library.
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The PCR products were analysed using Sequencer ALF Express IT (Pharmacia LKB). Microsatelli-
te polymorphism was detected in all of the tested loci. We detected 6 alleles in locus ADLO142;
7 in ADLO143; 9 in ADL0272 and 6 alleles in locus MCWOO088. The result was quite different
from those obtained by Pang et al. [16] and Inoue-Murayama et al. [8] who found only 3 and |
alleles in two first mentioned loci. For the first time it was proved that chicken markers ADL0O272
and MCWO088 can be amplified also in quails and there are microsatellite sequences too. Signifi-
cant differences in the allele frequency distribution depending on the sex for the ADL0O142 and
ADLO272 were stated. The high heterozygosity (He) 0.82 (ADL0O142); 0.72 (ADL0143); 0.88
(ADL.0272); 0.73 (MCWO0088) and polymorphism information content (PIC) 0.79; 0.7; 0.87; 0.7,
respectively, suggests that there is a possibility to use these microsatellites as genetic markers.

116



