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Celem badan byla identyfikacja sekwencji mikrosatelitarnych w genomie szynszyli (Chinchil-
la lanigera). Przeprowadzone badania wskazuja na te, ze szeéé z dwudziestu badanych se-
kwencji mikrosatelitarnych nie ulegto amplifikacji. Dwa markery zostaly odrzucone na pod-
stawie kryterioéw dotyczacych jakoSci pikow na otrzymanych elektroforegramach. Dia pozo-
stalych badanych w pracy sekwencji mikrosatelitarnych ustalono warunki przebiegu reakeji
PCR oraz sklad mieszaniny reakeyjnej. Amplifikacja 12 analizowanych sekwencji mikrosa-
telitarnych Swiadezy o mozliwosei ich wykorzystania w badaniach genomu Chinchilla lanige-
ra. Identyfikacja markeréw genetycznych u szynszyli moze by¢ wykorzystana do okreSlenia
ich zmiennoSci genetyeznej i umozliwi przeprowadzenie oceny przydatnosSci badanych se-
kwencji DNA do kontroli jakoSci cech uzytkowyceh i funkejonalnych tych zwierzat.

SLOWA KLUCZOWE: szynszyla / loci mikrosatelitarne / PCR

Szynszyle to niewielkie zwierzeta nalezace do rzedu gryzoni (Rodentia), rodziny
szynszylowatych (Chinchillidae). Naturalnym obszarem wystepowania szynszyli jest Ame-
ryka Poludniowa. Z trzech gatunkéw szynszyli tylko Chinchilla lanigera wystepuje w ho-
dowli klatkowej w Polsce, glownie ze wzgledu na wysoko cenione walory ich futra.

Jednym z najpopularniejszych narzedzi wykorzystywanych w badaniach genetycz-
nych rdznych gatunkéw zwierzat sg sekwencje mikrosatelitarne, wystepujgce w postaci
krétkich tandemowych powtorzen (STR ~ Short Tandem Repeat). Dzieki duzemu zroz-
nicowaniu ilo$ci powtdrzen motywu podstawowego oraz réwnomiernemu rozmieszeze-
niv w genomach, poziom heterozygotycznoéei w locus mikrosatelitarnym przekracza
czesto 80%. W praktyce sekwencje STR wykorzystywane sy przede wszystkim do
identyfikacji gendw cech ilosciowych QTL, a takze do charakterystyki struktury gene-
tycznej populacji, konstrukeji map sprzezeniowych oraz w badaniach filogenetycznych.
Genom szynszyli jest stosunkowo malo poznany i brak jest doniesief dotyczacych
markeréw STR u Chinchilla lanigera, ktore moglyby by¢ wykorzystane do konstrukeji
mapy genetycznej tego gatunku.




Celem niniejszych badan byla identyfikacja sekwency mikrosatelitarnych w geno-
mie Chinchilla lanigera.

Material i metody

Material do badan stanowita tkanka pobrana post mortem od o$miu, nie spokrew-
nionych ze soba, szynszyli odmiany standard, urodzonych na jednej z ferm we wschod-
niej Polsce. DNA zostal wyizolowany z tkanki ucha, z zastosowaniem zestawu do
izolacji QlAamp DNA Blood Mini Kit, firmy QIAGEN. Ocena iloSciowa 1 jakoSciowa
prob DNA zostala przeprowadzona po rozdziale elektroforetycznym w 0,8% Zelu aga-
rozowym. Elektroforez¢ prowadzono przez 50 minut, przy napieciu 80 V. Stezenie
DNA okredlano spektrofotometrycznie, przez pomiar absorbancii prob DNA w spektro-
fotometrze Lightwave UV/Vis Diode-Array. Amplifikacja DNA metodg PCR (Poly-
merase Chain Reaction) zostala przeprowadzona przy uzyciu termocyklera PTC-225
DNA Engine Tetrad. W badaniach uwzgledniono 20 sekwencji mikrosatelitarnych.

Amplifikacje wybranych fragmentéw DNA przeprowadzano w cienko$ciennych
probowkach (0,2 ml). WyjSciowa mieszanina reakcyjna (objeto$¢ proby — 25 ul) skla-
data sie z: 200-400 ng DNA,; 2,5 pl buforu do PCR; 200 uM kazdego z nukleotydéw;
25 pM startera Forward; 10 pM startera Reverse (znakowany fluorescencyjnie) — tabela;
25 mM MgClz; 1 U polimerazy Taq. Wyjsciowa reakcja amplifikacji skladata sie z:
denaturacji wstepnej (95°C, 10 min.); 35 cykli — denaturacji (95°C, 30 sek.), przylacza-
nia (58,5°C, 30 sek.) oraz wydluzania starteréw (72°C, 1 min.); koacowego wydiuzania
starteréw (72°C, 10 min.) oraz chtodzenia do temp. 46°C. Identyfikacje alleli w obrebie
loci mikrosatelitarnych przeprowadzono w oparciu na produktach reakeji PCR (startery
Reverse poszezegodlnych loci wyznakowano barwnikami fluorescencyjnymi: 6-FAM
lub VIC lub NED) oraz elektroforezg kapilarng (ABI PRISMTM 3100-Avant Genetic
Analyzer), przy wykorzystaniu programow komputerowych: 3100-AVANT ABI
PRISM DATA COLLECTION oraz GENE MAPPER SOFTWARE 3.5. Diugodci mar-
keréw mikrosatelitarnych okre$lano wykorzystujac GeneScan — 500 ROX, zawierajacy
inserty o nastepujacych dlugodciach: 35, 50,75, 100, 139, 150, 160, 200, 250, 300, 340,
350, 400, 450, 490, 500 (rys. 1).

Parametry przebiegu elektroforezy kapilarnej, przeprowadzonej w ABI PRISM™
3100-Avant Genetic Analyzer, przedstawiaty si¢ nastepujaco: dlugosde kapilary — 36 em,
czas iniekcji — 10 sek., napiecie pradu podczas iniekeji — 1 k'V, napiecie pradu podczas
elektroforezy wiadciwej — 15 kV, czas elektroforezy dla 4 prob ~ 1500 sek., temperatura
elektroforezy — 60°C.

Wyniki i dyskusja

W dostgpnym piSmiennictwie brak jest danych dotyczacych sekwencji mikrosate-
litarnych u szynszyli. Dlatego tez przeprowadzona zostata ocena przydatnodci i opty-
malizacja warunkéw przebiegu reakcji PCR, z wykorzystaniem 20 par sekwencji star-
terowych (tab.) do amplifikacji STR u szynszyli.
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Rys. 1. Elektroforegram dlugo$ci insertéw — GeneScan — 500 ROX
Fig. 1. Electrophoregram of the insert length — GeneScan -~ 500 ROX

Po przeprowadzeniu licznych préb ustalono, ze sze$é¢ z dwudziestu sekwencji mik-
rosatelitarnych (FH3922, FH3300, REN144A006, FH2295, RENOINOY i BAC_382-
K.19) nie uleglo amplifikacji. Markery: FH2263 i C01.246 zostaly odrzucone na pod-
stawie kryteridw dotyczacych jakoéci pikéw na otrzymanych elektroforegramach. Dia
pozostalych sekwencji mikrosatelitarnych ustalono temperatury przylaczania starterow,

Tabela ~ Table
Sekwencje starterowe analizowanych loct
Primer sequences of analyzed loci

Lokus NCBL Forward Primer Reverse Primer

UniSTS
FH3922 263953 TTTTGTCAAGCAGCCCTATATC TGGCCTTTAATTTATCATGGAG
FH3300 263803 TGAAATGGTACTTCAGCATCG ATCAGGCCCAGATAGTATGC
C01.2406 262755 GACTTCATTCATCCATTCATGA GGATCGGAGTCCAACGTGG
RENTIZI02 264247 ATAGCCCATGAAATCCA CCCCAAATACATCCCTACAT
REN288I16 264631 GGGTTTCGTTAAGGGAGGAA AGAGTTTGGAGGGCACAGAC
PEZLT 264142 CTAAGGGACTGAACTTCTCC GTGGAACCTGCTTAAGATTC
REN144A006 264314 CCATTGCAAATGGCAAGATT GAAATTGGCCACAGTTCCAT
FH2097 263501 CAATGTCGAATTCCATGGTG ATGGAGCAAGATGTGTTTGTG
RENI[26G20 264277 TAGGGTATGCACTTGTTTTG CCAGGGGGTATCCATCT
AHMT103 262006 GGAAACTCAGTTATTTTACA GCCCTAGAACTTCACACACA
CO3304 262776 ATTGGCATCATTCCACTGGTCA TGGAGGCAGCTTAAATCTCAACA
ACE 261991 AGGTCACTGTCTGTACACGTAGTG ACCCCCTGTGCACCTCATCACTTA
FH2263 203543 CATGTAGAGTGATTAGTTGGTCTTT  CTGAATATCCTCTGCCCTTC
FH3596 263877 ACATCAGGTGAAGAGCTTGC GAAGTTGGCTGGGGAAGG
RENI198P23 264454 TTGTACATTATCTGTTCTACCTCGG  TCTTCAGCAGGCCTTTTCTC
UOR0442 264967 TCAGCTGGTTAATGATAGGTGG ATATTCCTTTGCTCTGAGACGC
FH2295 263551 TCTCGGGGATAGTGTTATAACTCC GTCAGGAAAAGGACATTTGACC
REN230G12 264503 AGTGGCTTTCCCTCCTCATT CATTGCAGTGCATACTTGCC
RENOINOY 264179 CTTCCAACTCTACCACCAC GCCATCATTAACCTCATTY
BAC_382-K19 202663 TTACTGTTAGCCCTGTCTTGTG TAAAGATCCACATAAACGTGCC
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ktére dla dwdch z analizowanych loci (REN112102, REN126G20) wynosity 50,0°C,
natomiast dla pozostalych markeréw (REN288J16, PEZ17, FH2097, AHT 103, C03304,
ACE, FH3596, REN198P23, UOR0442, REN230G12) — 58,5°C. Nieznaczne zmiany
wprowadzono takZze w skladzie mieszaniny reakcyjnej. W przypadku markeréw
FH3596 1 FH2097 zwiekszono ilo$¢ nukleotydow wchodzacych w sktad mieszaniny
reakeyjnej. Dodatkowo dodano 25 pM kazdego z nukleotyddw do 1 proby (25 pl)
wyjsciowej mieszaniny reakcyjnej.

Namnozony materiat genetyczny widoczny byt w postaci roznobarwnych pikdw (w

2

zalezno$ci od barwnika uzytego do znakowania startera) — rysunek 2 1 3.
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C03304 (73 pz)

Rys. 2. Elektroforegramy sekwencji mikrosatelitarnej C03304 u szynszyli
Fig. 2. Blectrophoregrams of chinchilla microsatellite sequence — C03304

Zwréceid nalezy uwage na dlugodcei sekwencji mikrosatelitarnych, ktére w przewa-
zajgcej wiekszodet byly wielokrotnie krétsze w poroéwnaniu z danymi literaturowymi,
dotyczacymi innych gatunkéw zwierzat. Jedynie marker REN288J16 ma zblizong diu-
£08¢ do prezentowanej w piSmiennictwie [1,2, 3,4, 5, 6, 7, 8]. Pozostale analizowane
loci sy krotsze u szynszyli, podkre$lenia przy tym wymaga, ze niektdre z nich sy pigé
(REN198P23, UOR0442) do odmiu (REN112102 i PEZ17) razy krotsze, w pordwnaniu
z innymi gatunkami zwierzat. Ponadto nalezy tez zwrdcié uwage na bezwzgledne diu-
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UOR0442 (~39 pz)

Rys. 3. Elektroforegramy sekwencji mikrosatelitarnej UOR0442 u szynszyli
Fig. 3. Electrophoregrams of chinchilla microsatellite sequence — UOR0442

goset sekwencji mikrosatelitarnych w genomie szynszyli. Osiem z dwunastu markerdw
nie przekroczyto diugodei 75 par zasad, przy czym dlugo$¢ pieciu z nich (REN198P23,
RENI112I02, PEZ17, AHT103 i UORO0442 (rys. 3) wahata sie od 30 do 40 par zasad.

Amplifikacja 12, z 20 analizowanych, sekwencji mikrosatelitarnych $wiadczy
o mozliwosci ich wykorzystania w badaniach genomu Chinchilla. Identyfikacja marke-
rOw  genetycznych u szynszyli moze by¢ wykorzystana do okreélenia ich zmiennoéci
genetycznej, co umozliwi w przyszto$ci poszukiwanie gendw cech iloSciowych QTL.

Przeprowadzone badania wskazuja na mozliwo$¢ wykorzystania w badaniu geno-
mu szynszyli 12 sekwencji mikrosatelitarnych, dla ktorych ustalono warunki przebiegu
reakcji PCR oraz sklad mieszaniny reakcyjnej. W $wietle powyzszych rozwazan nie
budzi watpliwoéci fakt, ze mozliwe bedzie okreSlenie zmiennoéci genetycznej szyn-
szyli na podstawie polimorfizmu markeréw genetycznych II klasy, tj. sekwencji mikro-
satelitarnych DNA oraz poszukiwanie zwigzku polimorfizmu sekwencji DNA z cecha-
mi uzytkowymi, jak réwniez przeprowadzenie oceny przydatnoscei badanych sekwencji
DNA do kontroli jakosci cech uzytkowych i funkcjonalnych szynszyli.
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Brygida Slaska, Grazyna Jezewska

Identification of microsatellite sequence in the chinchilla’s genome
(Chinchilla lanigera Molina, 1782)

Summary

The purpose of the study was the identification of microsatellite loci in Chinchilla lanigera genome.
The resulis obtained from the research indicate that six from the twenty examined microsatellite loci
did not undergo amplification in chinchilla. Two markers were not considered on the basis of the criteria
of peak qualities on the electrophoregrams obtained. The conditions of Polymerase Chain Reaction as
well as composition of reactionary mixture of other microsatellite loci were established. The amplifica-
tion of 12 microsatellite sequences proved the possibility of their utilization in the investigations of
Chinchilla lanigera genome. Identification of genetic markers in chinchilla can be useful for estimation
of the genetic variability and allow the evaluation of usefulness of the studied DNA sequences for the
quality control of chinchilla utility and functional traits.
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