Roczniki Naukowe Polskiego Towarzystwa Zootechnicznego, t. 1 (2005), nr 2

Wstepne wyniki zastosowania starterow
wybranych sekwencji DNA Canis familiaris
do amplifikacji analogicznych loci

w genomie Nyctereutes procyonoides*
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Celem prowadzonych badan byla ocena przydatnoéci sekwencji starterowych, sluzacych do
amplifikacji fragmentéw gendw i loct mikrosatelitarnych Canis familiaris (psa domowego) do
analizy analogicznych loci w genomie Nyctereutes procyonoides (jenota). Po wyizolowaniu
DNA z krwi jenotow, jego ocenie ilosciowej i jakosciowej, przeprowadzono reakcje amplifi-
kacji DNA metoda PCR (Polymerase Chain Reaction). Uwzglednione zostaly fragmenty 4
genow oraz 20 sekweneji mikrosatelitarnych. Do amplifikacji wybranych sekwencji DNA
u jenota wykorzystano startery opracowane dla genomu Canis Samiliaris. Przeprowadzono
kontrolg jakosciowo-ilo§ciowa reakeji PCR, analize w éwietle UV | archiwizacje. Otrzymane
produkty PCR 24 badanych sekwencji DNA §wiadcza o homologii fragmentéw flankujacych
poszczegélnych badanych fragmentéw DNA u obu badanych gatunkéw psowatych (Canis
JSamiliaris, Nyctereutes procyonoides). Wynika z tego, ze mozliwe bedzie okreslenie zmiennosci
genetycznej jenotdéw na podstawie polimorfizmu genéw i markerow genetycznych IF klasy,
tj- sekwencji mikrosatelitarnych DNA oraz przeprowadzenie oceny przydatnosci badanych
sekwencji DNA do kontroli jakosci cech uzytkowych i funkcjonalnych jenota.

SLOWA KLUCZOWE: Nyctereutes procyonoides | geny / sekwencje mikrosatelitarne

Historia rodziny psowatych (Canidae) rozpoczela sic w poznym eocenie, czyli
ponad 44 miliony lat temu. Ponad trzydziesci gatunkdw, z obecnie zyjacych, wykazuje
silne spokrewnienie. Do rodziny Canidae naleza m.in. pies domowy (Canis SJamiliaris)
1 jenot (Nyctereutes procyonoides). Amplifikacja wybranych fragmentdw gendw jeno-

*Praca naukowa finansowana ze $rodkéw Ministerstwa Nauki i Informatyzacji w latach
2004-2006, jako projekt badawczy nr 2 PO6D 006 26
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ta, z zastosowaniem starterow stuzacych do amplifikacji analogicznych fragmentdw
DNA psa, moze by¢ jednym z elementéw wskazujacych na to, jak daleko mozna
wykorzystywaé informacje o genomie psa w badaniach genetycznych gatunku, nalezg-
cego do tej samej rodziny. Ze wzgledu na przynalezno$é systematyczng psa i jenota do
jednej rodziny, konstrukeja mapy genomu jenota budowana na bazie wiedzy o genomie
psa moze pozwoli¢ na analizg konserwatyzmu genetycznego w rodzinie Canidae, jak
réwniez pozwoli wykorzystaé znane juz markery DNA psa w badantach genetycznych
prowadzonych w populacji jenota.

Celem prowadzonych badan byla ocena przydatnosci starteréw, shuzagcych do am-
plifikacji fragmentow gendw i sekwencji mikrosatelitarnych Canis familiaris, do ana-
lizy analogicznych loci w genomie Nyctereutes procyonoides oraz ustalenie warunkdw
reakcji PCR dla poszczegdinych sekwencji DNA.

Material i metody

Material do badan pochodzit od 10 jenotéw, urodzonych w 2003 roku na jednej
z ferm reprodukcyjnych w potudniowo-wschodniej Polsce. Po uzyskaniu przez zwie-
rzeta pelnej dojrzaltosci zimowej okrywy wlosowej od kazdego z nich pobrano (przy-
zyciowo) krew do probowek, zawierajacych antykoagulant EDTA. DNA zostal wyizo-
lowany z pelnej krwi obwodowej, z zastosowaniem zestawu do izolacji QlAamp DNA
Blond Mini Kit tirmy QIAGEN. Ocena ilosciowa i jako$ciowa prob DNA zostala
przeprowadzona po rozdziale elektroforetycznym w 0,8% zelu agarozowym. Elektrofo-
rez¢ prowadzono przez 50 minut, przy napigeiu 80 V. Stezenie DNA okreélano spekt-
rofotometrycznie, przez pomiar absorbancji préb DNA w spektrofotometrze Lightwave
UV/Vis Diode-Array.

Amplifikacja DNA metodg PCR (Polymerase Chain Reaction) zostala przeprowa-
dzona przy uzyciu termocyklera PTC-225 DNA Engine Tetrad. Uwzglednione zostaly
fragmenty gendw: ESRI1 (Estrogen Receptor 1), GHR (Growth Hormone Receptor),
GHI (Growth Hormone 1), IGFI (Insulin-like Growth Factor 1) oraz sekwencji mikro-
satelitarnych: FH3922; FH3300; C01.246; REN112102; REN288J16; PEZ17,;
REN144A06; FH2097; REN126G20; AHTI103; C03304; ACE; FH2263; FH3596,
REN198P23; UORO0442; FH2295; REN230G12; RENCIN09; BAC_382-K19.

Do reakcji amplifikacji wybranych sekwencji mikrosatelitarnych i fragmentdw ge-
ndw w genomie jenota zostaly uzyte startery (tab. 1}, opisane w literaturze dla genomu
psa domowego ~ Canis familiaris [1, 2, 3, 4, 6, 7].

Amplifikacja wybranych fragmentéw DNA przeprowadzana byla w cienkoécien-
nych probéwkach (0,2 ml). Wyjéciowa mieszanina reakcyjna {objetoéé préby — 25 ul
skiadala si¢ z: 200-400 ng DNA; 2,5 pl buforu do PCR, 200 pM kazdego z nukleoty-
daw, 25 pM kazdego startera, 25 mM MpCl2, 1 U polimerazy Taq. Wyjéciowa reakcja
amplifikacji skiadata sie z: denaturacji wstgpnej (95°C, 10 min); 35 cykli: denaturacji
(95°C, 30 sek.), przylaczania (58°C, 30 sek.) oraz wydtuzania starteréw (72°C, 1 min);
kofcowego wydluzania starteréw (72°C, 10 min) oraz chiodzenia do temperatury 4°C.
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Tabela 1 ~ Table 1
Sekwencje starterowe analizowanych loci
Primer sequences of analyzed loci

Locus Forward Primer Reverse Primer

FH3922 TTTTGTCAAGCAGCCCTATATC TGGCCTTTAATTTATCATGGAG
FH3300 TGAAATGGTACTTCAGCATCG ATCAGGCCCAGATAGTATGC
C01.246 GACTTCATTCATCCATTCATGA GGATCGAGTCCAACGTGG
RENI[12102 ATAGCCCATGAAATCCA CCCCAAATACATCCCTACAT
REN288116 GGGTTTCGTTAAGGGAGGAA AGAGTTTGGAGGGCACAGAC
PEZ17 CTAAGGGACTGAACTTCTCC GTGGAACCTGCTTAAGATTC
REN144A06 CCATTGCAAAGGCAAGATT GAAATTGGCCACAGTTCCAT
FH2097 CAATGTCGAATTCCATGGTG ATGGAGCAAGATGTGTTTGTG
RENI26G20 TAGGGTATGCACTTGTTTTG CCAGGGGGTATCCATCT

AHTI103 GGAAACTCAGTTATTTTACA GCCCTAGAACTTCACACACA
C03304 ATTGGCATCATTCCACTGGTCA TGGAGGCAGCTTAAATCTCAACA
ACE AGGTCACTGTCTGTACACGTAGTG ACCCCCTGTGCACCTCATCACTTA
FH2263 CATGTAGAGTGATTAGTIGGTCTTT CTGAATATCCTCTGCCCTTC
FH3596 ACATCAGGTGAAGAGCTTGC GAAGTTGGCTGGGGAAGG
REN10O8P23 TTGTACATTATCTGTTCTACCTCGS TCTTCAGCAGGCCTTTTCTC
UORO442 TCAGCTGGTTAATGATAGGTGG ATATTCCTTTGCTCTGAGACGC
FH2295 TCTCGGGGATAGTGTTATAACTCC GTCAGGAAAAGGACATTTGACC
REN230GI12 AGTGGCTTTCCCTCCTCATT CATTGCAGTGCATACTTGCC
RENOINO2 CTTCCAACTCTACCACCAC GCCATCATTAACCTCATTT
BAC_382-KI19 TTACTGTTAGCCCTGTCTTGTG TAAAGATCCACATAAACGTGEC
ESRI1 GGOTGGGCGGGGTCCTCTGGAGATG GGCTGAACCAGCTCCCTGTCAGCA
GHR AGATCTCCTCAAGGAAGGAAAATTA AAGGATGTTAAGTGATTTCTCATGG
GHI1 GCAGTTTCTCAGCAGGGTCT GATGCCCAGCAACTAGAAGG
1GF1 AGCCCACAGGGTACGGOTO CTTCTGAGCCTTGGGCATGTC

Kontrola jakosciowo-ilosciowa reakeji PCR zostata przeprowadzona (z wykorzys-
taniem buforu obciazajacego zawierajacego blekit bromofenolowy) po elektroforetycz-
nym rozdziale w 2% zelu agarozowym. Zele zostaly poddane analizie w §wietle UV
(Transiluminator) i archiwizowane. Jako marker wielkobei fragmentdw DNA wyko-
rzystano GeneRuler 50bp DNA Ladder firmy Fermentas.

Wyniki i dyskusja

Przeprowadzona zostata ocena przydatnosei 24 sekwencji starterowych, stuzgcych
do amplifikacji fragmentéw gendw i sekwencji mikrosatelitarnych psa domowego (Ca-
nis familiaris) do analizy analogicznych loci w genomie jenota. Zoptymalizowano
warunki reakeji PCR dla poszezegélnych par starterow. Reakcje PCR wykonane zostaty
w gradiencic temperatury (rys. 1).

Ustalono temperatury przytaczania starteréw dla poszczegOlnych fragmentéw ba-
danych sekwencji DNA u jenota. Wynosily one 50,3°C i 58,5°C dla sekwencji mikro-
satelitarnych (tab. 2). Dla badanych markerow mikrosatelitarnych jenota temperatury
przylaczania starteréw nieznacznie tylko odbiegaly od opracowanych dla genomu psa
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Rys. 1. Elekiroforegram fragmentu genu IGF| w genomie jenota (gradient temperatury)
Fig. 1. Electrophoregram of IGF1 gene in raccoon dog genome (temperature gradient}

demowego [1, 2, 3, 4, 6, 7]. Roznice te dla poszczegdinych par starteréw wahaty sig od
0,2°C dla REN126G20 do 3,5°C dla ABT103.

Najnizsza temperatura przylaczania starteréw w przypadku badanych fragmentow
gendw dotyczyla GHR, najwyzsza za$ odnotowano w przypadku ESRI (tab. 2). Podob-
nie jak w przypadku sekwencji mikrosatelitarnych, odbiegaty one od danych literaturo-
wych dla genomu psa domowego [1, 2], a réznice dochodzity do 3°C (GHR).

W przypadku niektdrych par starterow, aby otrzymac specyficzny produkt, niezbed-
na byla zmiana warunkow PCR w stosunku do danych literaturowych, dotyczyio to,

Tabela 2 - Table 2
Temperatura przylqczania starteréw
The (emperature of attaching primers

Loci Temperatura preylyczania starteréw (°C)
Temperatures of attaching primers ("C)

REN112[02, REN126G20, RENOINQ9 50,3

FH3922, FH3300, COL.246, REN228116, 58,5
PEZ17, REN144AQ06, FH2097, AHT103,

€03304, ACE, FH2263, FH3596, REN1198P23,

UOR0442, FH2295, REN230G12, BAC_382-K19

GHR 51,2
GHI 60.2
IGF1 62,0
ESR1 64,0
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poza optymalizacja temperatury przytaczania starteréw, réwniez czasu ich koficowego
wydluzania nawet do 30 minut w przypadku GHR (lab. 3).

Tabela 3 — Table 3
Maodyfikacje czasu koficowege wydluzania starterdw
Modifications of final annealing time of primers

Loci Czas koncowego wydluzania sturierow
Final annealing time of primers
(min)

FH3300, REN126G20, AHT103 20
GHR 30

Tahela 4 — Table 4
Modyfikacje skladu wyjsciowe] mieszaniny reakcyjnej
Modification of composition of initial mixture

Dodane dodatkowo do | praby (25 pl)

Loci wyjSciowej mieszaniny reakcyjnej
Added additionally to 1 sample {25 ub)
of initial mixture

FH3922, FH3300, FH2097, 25 UM kazdego z nukleotyddw
FH3596, FH2295, REN230G12, 25 uM of each from nucieotides
ESRL. GHI, IGFt, GHR

ESRI, GHI, IFGl 2 mM MgCls, 1 U polimerazy Tug
2 mM MgCla, 1 U polymerase Tug

GHR 2.5 mM MgCl,, 1.5 U polimeruzy Taq
2,5 mM MgCl, 1,5 U polymeruse Taq

Przeprowadzono rowniez optymalizacj¢ sktadu mieszaniny reakcyjnej — zwiekszo-
no iloéé polimerazy oraz MgClaz, szczegblnie w przypadku ESRI, GHR, GHI, IGF1
(tab. 4).

Otrzymano produkty amplifikacji fragmentow 4 badanych genéw oraz 20 markeréw
mikrosatelitarnych DNA zwierzat z gatunku Nyctereutes procyenoides. Namnozony
material genetyczny byt widoczny w postaci fluoryzujacych w éwietie UV prazkow
(rys. 21 3). W przypadku niektérych loci (GHI, ESR, REN112102, FH2097, FH2295,
FH2263) otrzymano wyzszq wydajno$¢ reakcji PCR w poréwnaniu z pozostalymi ba-
danymi fragmentami DNA, o czym $wiadczyl wyzszy poziom ich fluorescencjt
w §wietle UV,

W podobnych badaniach, prowadzonych w Polsce [S], zaobserwowano, 2e sekwen-
cje starterowe opracowane dla genomu psa umozliwiaja amplifikacje analogicznych
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Rys. 2. Elektroforegram mikrosatelity REN126G20 w genomic wybranych jenotow
Fig. 2. Electrophoregram of microsatellite REN126G20 in genome of chosen raccoon dog
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Rys. 3. Elektroforegram wybranych sekwencji mikrosatelitarnych jenota
Fig. 3. Electrophoregram of chosen microsatellite sequence in raccoon dog genome

fragmentéw DNA zawierajacych mikrosatelity w genomie lisa pospolitego i lisa polar-

nego. Nalezg one, podobnie jak jenot, do rodziny Canidae. Otrzymane produkty PCR,
dotyczace 20 badanych sekwencji mikrosatelitarnych i 4 genéw, $wiadcza o homologii
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fragmentéw flankujacych poszczegolnych badanych fragmentéw DNA u obu badanych
gatunkow psowatych (Canis familiaris, Nyctereutes procyonoides). Wynika z tego, ze
mozliwe bgdzie okreSlenie zmiennoéei genetycznej jenotdw na podstawie polimorfizmu
gendw i markerow genetycznych 11 klasy, tj. sekwencji mikrosatelitarnych DNA oraz
poszukiwanie zwiazku sekwencji DNA z cechami uzytkowymi jenota, jak rowniez
przeprowadzenie oceny przydatnoéci badanych sekwencji DNA do kontroli Jjakoécei cech
uzytkowych i funkcjonalnych jenota.
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Preliminary results of application of chosen DNA sequence
piimers of Canis familiaris in amplification of Nyctereutes
procyonoides genom parallel loci

The purpose of the study was to evaluate usefulness of primer sequences designed for ampli-
fication of genes’ fragments and microsatellite loci of Canis famifiaris 1o analyze analogus loci in
genom of Nyctereutes procyonoides. After isolation of DNA from racceon dogs blood, its quan-
titative and qualitative evaluation, the amplification of DNA by the PCR method was conducted.
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Fragments of 4 genes as well as 20 microsatellite sequences were taken into consideration. Primers
of Canis fumiliaris DNA sequences were used for amplilication of analogus loci of raccoon dog
genom. Qualitative and quantitative control of PCR reaction as well as analysis in UV was
performed. PCR products of 24 examined DNA sequences were obtained. They showed homology
of flank sequences of DNA individual fragments of both studied species of Canidae tamily (Canis
familiaris, Nyctereutes procyonoides). Results obtained from the research proved the possibility of
estimating the raccoon dog genetic variability on the basis of polymorphism of genes as well as
the second class genetic markers i.e. DNA microsatellite sequences and allowed to conduct the
evaluation of usefulness of studied DNA sequences to control the quality of raccoon dog functional
and performance traits.
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