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Polimorfizm dlugosci fragmentow restrykcyjnych
mitochondrialnego DNA u sarny (Capreolus capreolus)

Restriction fragment length polymorphism of the mitochondrial DNA
in roe deer (Capreolus capreolus)

Streszczenie. Celem badan bylo oszacowanie parametréw genetycznych dwoch subpopulacji
saren (Capreolus capreolus), na podstawie polimorfizmu dlugoséci fragmentéw restrykcyjnych
mitochondrialnego genu oksydoreduktazy cytochromowej b. Materialem do badan bylo DNA
z wycinkow migsni pobieranych z dwoch populacji sarny (Capreolus capreolus) pochodzacych
z Nadle$nictwa Biatobrzegi i Zwierzyniec. W celu okreslenia ro6znic genetycznych pomigdzy
dwoma populacjami wykonano reakcj¢ PCR z uzyciem starterow L14735, H15149 i poréwnano
sekwencje nukleotydow uzyskanych amplikonéw o dlugosci 464 par zasad. Jednocze$nie prze-
prowadzono analizg statystyczna fragmentéw restrykcyjnych (RFLP) dla trzech loci, wykorzystu-
jac endonukleazy Haelll, Hincll, SspI w obu badanych populacjach dzikich przezuwaczy. Na
podstawie frekwencji alleli wyliczono heterozygotyczno$¢ H (0,533-0,764), indeks stopnia poli-
morfizmu PIC (0,375-0,661) oraz standardowy dystans genetyczny Ds (0,0094). Wykorzystujac
sekwencje nukleotydow, stworzono drzewo filogenetyczne ilustrujace zrdznicowanie genetyczne
w badanych populacjach sarny. Badanie frekwencji alleli uzyskanych w metoda RFLP wykazato,
ze najbardziej polimorficznym sposrod trzech loci wytypowanych do oceny zmiennosci genetycz-
nej sarny jest locus Ssp L.

Stowa kluczowe: sarna, polimorfizm, mt-DNA, RFLP

WSTEP

Kazda populacjg zwierzat wolno zyjacych tworzy system subpopulacji zwigzanych
z okreslonymi warunkami ekologicznymi lub geograficznymi. Obszar i sposob rozprze-
strzeniania si¢ zwierzat maja czgsto charakter wyspowy, a migdzy poszczegolnymi
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subpopulacjami istnieja przestrzenie niezasiedlone przez osobniki danego gatunku. Ana-
liza genetycznego zrdéznicowania i wyjasnienie mechanizméw rozprzestrzeniania si¢
zwierzat sa mozliwe poprzez zastosowanie odpowiednich parametrow charakteryzuja-
cych rozpatrywane populacje. W tym celu do niedawna wykorzystywano cechy morfo-
logiczne osobnikow wchodzacych w ich sktad, jednak modyfikujacy wptyw srodowiska
powodowal, ze wyniki tych badan, mimo ze uzyskane na bardzo duzym liczebnie mate-
riale, nie byly wiarygodne. Zréznicowanie genetyczne migdzy subpopulacjami w obrg-
bie okreslonego gatunku mozna okresli¢ na podstawie polimorfizmu wybranych biatek
(markery klasy I). Jednak u zwierzat wolno zyjacych (dzikich) jest to praktycznie nie-
mozliwe ze wzglgdu na trudnosci z uzyskaniem materialu do badan, czyli krwi. W bada-
niach ewolucyjnych czy filogenetycznych analizie poddaje si¢ catkowita sekwencjg
mitochondrialnego DNA (mtDNA) lub wybrane geny wchodzace w jego sktad. Dos¢
czgsto do okreslania réznic i podobienstw pomigdzy indywidualnymi osobnikami, jak
i populacjami wykorzystuje si¢ sekwencje nukleotydéw cytochromu b [Matsunaga i in.
1998, Kuwayama i Ozawa 2000]. Zaleta badan opierajacych si¢ na analizie kwasow
nukleinowych jest to, ze czasteczki DNA moga by¢ otrzymane niemal z kazdej tkanki,
np. migsnia, kawatkow skory, cebulek wtosa itp.

Celem badan bylo oszacowanie parametrow genetycznych subpopulacji saren (Ca-
preolus capreolus) pochodzacych z terenow Nadlesnictwa Zwierzyniec i Biatobrzegi na
podstawie polimorfizmu diugosci fragmentéw restrykcyjnych mitochondrialnego genu
oksydoreduktazy cytochromowe;j b.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na probkach tkanki mig§niowej pobranych od 16 saren po-
zyskanych w dwu towiskach: 8 (1-8) w Nadle$nictwie Zwierzyniec i 8 (I-VIII) w Nad-
lesnictwie Biatobrzegi. Probki pobierano z przepony za pomoca jalowego, jednorazowe-
go skalpela, umieszczano w plastykowych woreczkach ze strunowym zamknigciem,
transportowano w chtodni i poddawano glgbokiemu mrozeniu w -80°C.

Izolacja DNA. Genomowy DNA przeznaczony do analizy ekstrahowano z 10-20 mg
rozmrozone] tkanki mig$niowej. Izolacje DNA przeprowadzono przy uzyciu zestawu
Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega).

Reakcja PCR. Amplifikacji poddano odcinek mitochondrialnego DNA (gen tRNA
Glu/ podjednostka oksydoreduktazy cytochromowej). Zastosowane startery 114735
(5'-aaa aac cac cgt tgt tat tca act-3") 1 H15149 (5'-gcc cct cag aat gat att tgt cct ca-3")
umozliwialy amplifikacje¢ fragmentu podjednostki cytochromu b o dtugosci 464 pz [Cha-
ron i Switoniski 2000]. Mieszanina reakcyjna zawierata: 23,5 ul wody, 5 ul 10x PCR
bufor (Qiagen), 5 ul ANTP's (10 mM, Qiagen), 3 ul MgCl, (25 mM, Qiagen), starter
L14735 1,5 ul (10 pmol/ul, DNA Gdansk), starter H15149 1,5 ul (10 pmol/ul, DNA
Gdansk) oraz Taq polimerazg w ilosci 0,5 pl (1 jednostka, Qiagen). Mieszaning reakcyj-
na zwirowywano i dodawano 5 pul DNA uzyskanego po ekstrakcji z tkanki migSniowe;j.
Reakcja PCR wykonana w termocyklerze (Biometra) sktadata si¢ z wstgpnej denaturacji
w 96°C przez 3 min, po ktorej nastgpowato 40 cykli, w ktorych faza denaturacji przebie-
gata w temperaturze 96°C, przez 30 s, faza wiazania i wydtuzania starterow w 65°C
przez 60 s, oraz jednego cyklu koncowego wydluzania starterow w temperaturze 72°C
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przez 3 godz. Wielko$¢ uzyskanego amplikonu oceniano metoda elektroforezy w 1,5%
zelu agarozowym barwionym bromkiem etydyny, porownujac z markerem masowym
100 bp ladder (Gibco).

Sekwencjonowaniu poddano wszystkie uzyskane produkty PCR. Po zakonczeniu
amplifikacji zostaly one oczyszczone na ztozach w kolumienkach wiréwkowych z ze-
stawu Qiaquick PCR Purification Kit (Qiagen). Sekwencjonowanie wykonano z uzyciem
tych samych starterow jak w reakcji PCR, w Pracowni Sekwencjonowania i Syntezy
Oligonukleotydéw IBB PAN (ABI PrismTM BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing
Kit) w Warszawie. Analizg uzyskanych sekwencji i interpretacjg nieodczytanych auto-
matycznie nukleotydow przeprowadzono w programie Chromas. Homologi¢ uzyskanych
w ten sposob sekwencji z sekwencjami zawartymi w bazie danych Genebank okre$lono
za pomocg programu BLAST, NCBI (National Centre for Biotechnology Information)
[Brodmann i in. 2001].

Polimorfizm dlugosci fragmentéow restrykcyjnych (RFLP). Uzyskany produkt
PCR trawiono, wykorzystujac nastgpujace enzymy restrykcyjne: Hincll, Haelll i Sspl.
W tym celu, po zakonczeniu amplifikacji, dodawano do 17 pl mieszaniny reakcyjnej
PCR, 1 pl enzymu (10 jednostek), 2 pl odpowiedniego buforu i inkubowano w 37°C
przez 2 godziny. Liczbg uzyskanych fragmentow restrykcyjnych okreslano podczas ich
rozdziatlu elektroforetycznego w 2,5% zelu agarozowym. Ich wielko$¢ okreslano wstep-
nie poréwnujac z markerem masowym 100 bp ladder (Gibco), natomiast doktadne obli-
czenia wykonano na podstawie analizy amplifikowanych sekwencji w programie kom-
puterowym Chromas.

Parametry zmienno$ci genetycznej wewnatrz i miedzy populacjami. W celu
oszacowania podstawowych parametréw genetycznych badanej populacji wyliczono
wskaznik heterozygotycznosci (H) i stopien polimorficznosci (PIC), stosujac ogolnie
przyjete metody obliczen [Charon i Switoniski 2000]. Dystans genetyczny okre§lono za
Neiem [1972].

WYNIKI I OMOWIENIE

Amplifikacja materiatu genetycznego wyekstrahowanego z migsni 16 badanych sa-
ren przy uzyciu starterow L14735 i H15149 pozwolita na uzyskanie 16 produktow PCR,
o dtugosci 464 par zasad (rys. 1).

W celu okreslenia polimorfizmu fragmentoéw restrykcyjnych otrzymanych produk-
tow amplifikacji trawiono je endonukleazami Hincll, Haelll i Sspl i rozdzielano elektro-
foretycznie (rys. 2) oraz analizowano ich sekwencje w programie Chromas. Trawienie
produktow PCR endonukleaza Hincll powodowalo pojawienie si¢ jednolitego w obu
populacjach wzoru elektroforetycznego ztozonego z dwu fragmentow, ktorych wielkosé
odczytana w programie Chromas wynosita 209 i 255 par zasad. Przy endonukleazie
Haelll produkty PCR pochodzace z obu populacji saren byty cigte na trzy takze jedna-
kowe fragmenty o wielko$ci: 114, 159 1 179 pz. Natomiast wzor elektroforetyczny pro-
duktow PCR pochodzacych od zwierzat z Nadlesnictwa Zwierzyniec i Biatobrzegi tra-
wionych Sspl sktadat si¢ w obu przypadkach z 5 fragmentow o dlugosci 114, 161, 162,
188 1 302 pz dla pierwszej z rozpatrywanych populacji saren oraz 114, 161, 162, 189 i 302
pz dla drugiej z nich. Réznice w wielkosci alleli migdzy obiema badanymi populacjami po
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Rys. 1. Elektroforeza w 1,5% zelu agarozowym produktéw PCR cytochromu b mtDNA saren,
o dugosci 464 par zasad. Sciezki: M — marker masowy; 1, 2, 3 — produkty PCR uzyskane
w reakcji amplifikacji DNA izolowanego z tkanki mig$niowej badanych osobnikow
Fig. 1. Roe dear cytochrome b mtDNA gene (product size 464 bp) electrophoresis in 1.5%
agarose gel. Lanes: M — molecular weight marker, 1, 2, 3 — PCR products after amplification
of DNA from muscle tissue samples taken from examined animals

Rys. 2. Rozdziat elektroforetyczny (zel 2,5%) amplikonéw uzyskanych w badaniach wiasnych,
trawionych endonukleazami Hinc II, Hae Il i Ssp I. Sciezki: M — marker masowy, 1, 2, 3 — probki
trawione enzymem Hae I11; 4, 5, 6 — probki trawione enzymem Hinc 11, Sciezki 7, 8, 9 — probki
trawione enzymem Ssp [

Fig. 2. Electrophoresis (2.5% gel) of amplicons obtained in the study, digested with Hinc II, Hae
11T and Ssp I endonucleases. Lanes: M — molecular weight marker, 1, 2, 3 — amplicons digested
with Hae 111, 4, 5, 6 — amplicons digested with Hinc II, 7, 8, 9 — amplicons digested with Ssp 1
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trawieniu produktow PCR endonukleaza Ssp/ spowodowane byty przesunigciem miejsca
cigcia dla tego enzymu w populacji z Bialobrzegéw o jeden nukleotyd, w nastgpstwie
czego w badaniach uzyskiwano fragmenty DNA o diugosci 189 i 161 pz, a nie jak
w przypadku populacji ze Zwierzynca o dtugosci 188 1 162 pz:

Populacja ze Zwierzynca

AAAAACCACCGTTGTTATTCAACTACAAGAACTCTAATGACCAATATCC
GAAAAACTCACCCACTAATAAAAATTGTAAATAACGCATTCATTGATCTCCC
AGCCCCATCAAATattTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATCTG
TCTAATCTTACAAATCCTTACAGGCCTATTCCTAGCAATACACTACACATCCG
ACACAATAACAGCATTCTCCTCTGTCACTCACATCTGCCGAGACGTTAACTA
TGGCTGAATTATCCGATATATACATGCAAACGGAGCATCaatattTTTCATCTGC
TTATTCCTACATGTAGGACGAGGCCTATATTATGGATCTTACACTTTTCTAGA
GACATGAAACATTGGAGTAATTCTCCTATTCACAGTAATAGCCACGGCATTT
GTAGGATACGTTTTACCATGAGGACAAATATCATTCTGAGGGGC

114 pz
188 pz
162 pz

Populacja z Biatobrzegoéw

AAAAACCACCGTTGTTATTCAACTACAAGAACTTTAATGACCAATATCCG
AAAAACTCACCCACTAATAAAAATTGTAAATAACGCATTCATTGATCTCCCA
GCCCCATCAaatATTTCATCATGATGAAACTTTGGTTCTCTACTAGGAATCTGT
CTAATCTTACAAATCCTTACAGGCCTATTTCTAGCAATACACTACACATCCGA
CACAATAACAGCATTCTCCTCTGTTACTCACATCTGCCGAGACGTTAACTATG
GCTGAATTATCCGATACATACATGCAAACGGAGGCATCAATattTTTCATCTGC
TTATTCCTCATGTAGGACGAGGCCTATATTATGGATCTTACACTTTTCTAGAG
ACATGAAACATTGGAGTAATTCTCCTATTCACAGTAATAGCCACGGCATTTG
TAGGGTACGTTTTACCATGAGGACAAATATCATTCTGAGGGGC

114 pz
189 pz
161 pz

W sumie u badanych saren zidentyfikowano 2 allele dla Hincll, 3 allele dla Haelll
16 alleli dla Sspl.

Obliczone wspodtczynniki heterozygotycznosci (H) i indeksu stopnia polimorfizmu
(PIC) (tab. 1) w obrebie populacji ze Zwierzynca wynosity dla Haelll, Hincll i Sspl
odpowiednio 0,718, 0,533, 0,763 i 0,602, 0,375, 0,661. Natomiast w populacji z Bialo-
brzegéw wynosity odpowiednio 0,718, 0,533, 0, 764 oraz 0,602, 0,375, 0,064. Dysponu-
jac warto$ciami frekwencji oraz wspotczynnikow heterozygotycznosci i indeksu stopnia
polimorfizmu, obliczono dystans genetyczny pomigdzy badanymi populacjami sarny,
ktory wynosit 0,0094.
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Tabela 1. Wspotczynnik heterozygotycznosci (H), indeks stopnia polimorfizmu (PIC) dla badanych
fragmentdw restrykcyjnych u saren pochodzacych z Nadlesnictw Zwierzyniec i Biatobrzegi
Table 1. Heterozygosity (H) and polymorphic information content (PIC) of examined restriction
fragments from roe dears from the Forest Inspectorate Bialobrzegi and Zwierzyniec

Pochodzenie Wielkos¢ Wspoétezynnik | Indeks stopnia
Endonukleaza | . . .

sa,rep restrykeyina identyfikowanych alleli heterorzygo- polimorfizmu
(Nadle$nictwo) (pz) tycznosei (H) (PIC)
Hae IIT 114-159-179 0,718 0,602
Zwierzyniec 407 Hince IT 209-255 0,533 0,375
Ssp I 114-161-162-188-302 0,763 0,661
Hae IIT 114-159-179 0,718 0,602
Bialobrzegi 50 Hinc 11 209-255 0,533 0,375
Ssp I 114-161-162-189-302 0,764 0,064

W celu okreslenia wewnatrzgatunkowych zwiazkéw filogenetycznych pomigdzy
badanymi sarnami, sekwencje amplifikowanego genu oksydoreduktazy cytochromowe;j
mtDNA zostaty zestawione w programie DNASTAR metoda Clustal. Stopien homologii
pomigdzy poszczegdlnymi sekwencjami fragmentéw mitochondrialnego DNA, ktorego
graficznym przedstawieniem jest drzewo filogenetyczne (rys. 3) byt stosunkowo wysoki

i wahat si¢ w przedziale 96,3—100%.

sarna 8.SEQ

sarna |.SEQ
sarna 1.SEQ
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Rys. 3. Drzewo filogenetyczne badanych saren
Fig. 3. Phylogenetic tree of examined roe deers

1
0

Naturalnie wystgpujaca zmienno$¢ nukleotydow w DNA, tak zwany polimorfizm,
ktory nie zawsze ma swoje odzwierciedlenie w cechach fenotypowych, jest wykorzy-
stywana jako marker dla danego DNA. Niejednokrotnie osobniki o tych samych cechach
fenotypowych rdznia si¢ znacznie na poziomie genotypowym. Polimorfizm DNA moze
by¢ wykorzystany nie tylko do charakteryzowania danej populacji, ale réwniez do §le-

dzenia sposobu dziedziczenia si¢ okreslonych genéw w danej populacji.
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W badaniach wiasnych liczba i rozmieszczenie swoistych sekwencji rozpoznawa-
nych przez endonukleazy Hincll i Haelll w amplifikowanym fragmencie cytochromu b
byla taka sama u wszystkich badanych saren, niezaleznie od miejsca ich pochodzenia.
Sugeruje to mozliwo$¢ zastosowania uzyskanego profilu restrykcyjnego do identyfikacji
tego gatunku zwierzat np. w dochodzeniu sadowym przy okreslaniu przynalezno$ci
gatunkowej probek krwi, kosci i innych tkanek lub wykrywaniu zafatszowan produktow
wedliniarskich [Murray i in. 1995, Roed i Midthjell 1998, Roed 1998]. Natomiast re-
stryktaza Ssp/ bardziej nadaje si¢ do okreslania zréznicowania genetycznego w obrgbie
populacji saren. O ile w przypadku dwoch pierwszych endonukleaz produkty trawienia
amplikonow uzyskanych w badaniach wlasnych pochodzacych od saren ze Zwierzynca
i Bialobrzegow charakteryzowata identyczna wielko$¢, to w przypadku endonuleazy
Sspl wielkos¢ produktow trawienia DNA mozna byto skorelowac z miejscem pochodze-
nia zwierzat.

W podobnie przeprowadzonych badaniach szwajcarskich nad Capreolus capreolus
[Wolf i in. 1999] z wykorzystaniem metody PCR-RFLP przy zastosowaniu enzymu
restrykcyjnego Haelll uzyskano 3 allele o wielkosci od 126 do 179 pz z powtarzajacym
si¢ fragmentem 159 pz. W badaniach wilasnych przy enzymie Haelll allel o wielkoSci
159 pz wystgpowat u kazdego badanego osobnika, natomiast wielko$¢ pozostatych iden-
tyfikowanych alleli wahata si¢ od 114 do 179 pz. Przy enzymie restrykcyjnym Hincll
uzyskiwano 2 allele, ktoérych wielko§¢ w badaniach szwajcarskich byla identyczna jak
w badaniach wilasnych, wynosita 209 i 255. Zar6wno w badaniach szwajcarskich, jak
i wlasnych najwigksze zréznicowanie w wielkosci alleli wystapito po zastosowaniu
enzymu Sspl. Oile w badaniach szwajcarskich uzyskiwano 3 allele, to w badaniach
wlasnych byto 5 alleli o wielkosci: 114, 161, 162, 188, 302 w populacji ze Zwierzynca
1114 161, 162, 189, 302 w populacji z Bialobrzegow, co §wiadczy o wigkszym zr6zni-
cowaniu genetycznym populacji z badanego obszaru.

Fickel i Reinsch [2000] zajmowali si¢ polimorfizmem DNA sarny europejskiej (Ca-
preolus capreolus). W grupie 20 badanych osobnikéw indeks stopnia polimorfizmu PIC
dla 7 loci wahat si¢ od 0,354 do 0,753. W uzyskanych wynikach badan wtasnych dla
3 loci u 16 osobnikow wahat si¢ w granicach 0,788-0,914. Wspotczynnik heterozygo-
tycznosci H w badaniach Fickela wynosit od 1,000 do 0,500. W badaniach wlasnych byt
on nieco nizszy od 0,533 do 0,764.

Badania nad polimorfizmem DNA u jeleniowatych prowadzone przez Polziehna i in.
[2001] na populacjach kanadyjskich jeleni wapiti (Cervus elaphus) wykazaty standar-
dowy dystans genetyczny (Ds) pomiedzy badanymi populacjami w zakresie od 0,6947
do 0,0434. W badaniach wilasnych Ds pomigdzy populacjami sarny z Nadle$nictwa
Zwierzyniec 1 Bialobrzegi mial wartos¢ 0,0094. Wspotczynnik heterozygotycznosci
u skandynawskich jeleniowatych wahat si¢ od 0,09 do 0,78 u tosia, od 0,13 do 0,70
u jelenia, od 0,12 do 0,65 u sarny [Roed i Midthjell 1998, Roed 1998, Poetsch i in. 2001].

Reasumujac, istnieje mozliwos¢ wykorzystania analizy sekwencji nukleotydowych
mitochondrialnego cytochromu b oraz jego fragmentoéw restrykcyjnych w badaniu poli-
morfizmu DNA populacji sarny. Porownanie zmienno$ci mitochondrialnego DNA jest
ponadto bardzo czula metoda stosowana obecnie w badaniach nad filogeografia, dzie-
dzing zajmujaca si¢ mechanizmami rzadzacymi geograficznym rozmieszczeniem su-
bpopulacji w obrgbie jednego gatunku [Polziehn i Strobeck 2001]. Dotychczasowe pro-
by odroznienia subpopulacji saren na podstawie oceny cech morfologicznych opartych
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na pomiarach biometrycznych czaszek tych zwierzat nie pozwolity na uzyskanie zado-
walajacych wynikow [Karpinski i Drozd 2000], co dodatkowo sktania do wykorzysty-
wania dla potrzeb filogeografii technik biologii molekularne;j.

Analiza filogenetyczna sekwencji cytochromu b wskazuje takze na istnienie koryta-
rza ekologicznego pomig¢dzy kompleksami lesnymi makroregionu pétnocno-wschodniej
i potudniowo-wschodniej Polski. Badanie frekwencji alleli uzyskanych w metodzie
RFLP wykazalo, ze najbardziej polimorficznym sposrdéd trzech loci wytypowanych do
oceny zmiennos$ci genetycznej sarny jest locus Sspl. Wyliczony standardowy dystans
genetyczny (0,0094) migdzy sarnami pochodzacymi z Nadlesnictwa Zwierzyniec i Nad-
le$nictwa Biatobrzegi §wiadczy o niewielkim zréznicowaniu genetycznym.
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Summary. The aim of this study was to estimate the basic genetic parameters of the studied sub-
population of roe dear (Capreolus capreolus) based on restriction fragment length polymorphism
of the mitochondrial DNA. The material for the investigation was collected from two populations
of roe deer (Capreolus capreolus) coming from The Forest Inspectorate Bialobrzegi and Zwier-
zyniec. To determine the genetic differences between these two populations of roe deer the PCR
analysis with the primer pair L14735, H15149 was applied and the comparison of nucleotide
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sequences of the obtained amplikons of 464 pair in length was made. At the same time, the restric-
tion fragments (RFLP) were analysed statistically for three loci using endonucleases Haelll, Hinll,
Sspl in both studied wild ruminant populations. From the allele frequencies the following were
estimated: heterozygosity-H (0.533-0.764), polymorphic information content-PIC (0.375-0.661)
and standard distance Ds (0.0094). Using the nucleotide sequences there was developed a phy-
logenetic tree illustrating genetic diversity within the roe deer populations under investigation.
The researches on allele frequencies obtained after the RFLP method proved locus Ssp! to be the
most polymorphic among the three loci selected for genetic variation estimation in roe deer.

Key words: roe deer, mt-DNA, RFLP
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