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Genetic variability of farmed fur animals of the Canidae family
assessed by nuclear and mitochondrial DNA analysis

Summary

The aim of the study was to assess the biodiversity of farmed fur animals from the Canidae family (common
fox, polar fox, and raccoon dog) using nuclear and mitochondrial markers. The study involved 434 animals.
The biological material included whole peripheral blood or skin tissue. The isolated genetic material was
subjected to qualitative and quantitative analyses. Mitochondrial DNA (mtDNA) gene fragments (COX1,
COX2, CYTB) and nuclear DNA (nDNA) gene fragments (MSTN1, MSTN2, MSTN3, IGF1, GHR) were
amplified with the PCR (polymerase chain reaction) technique. The amplicons obtained were sequenced or
subjected to PCR-RFLP (restriction fragment length polymorphism) reaction, and bioinformatics analyses
were performed. The interspecific analysis of the nDNA sequences revealed a total of 25 polymorphisms. On
the other hand, the interspecific analysis of the mtDNA gene fragments identified 277 polymorphisms. The
COX1 gene fragment exhibited the greatest variability. It was shown that the frequency of polymorphisms
within the mitochondrial genome was almost 20-fold higher than that in the nuclear genome of the raccoon
dog. It was found that the genetic distances revealed by the analysis of the mitochondrial gene fragments were
similar to the results obtained by the nDNA analysis. The genetic distance between the raccoon and common
fox was the greatest. The smallest phylogenetic distance was revealed between the two fox species. The study
results indicate mitochondrial and nuclear genes may be alternatively used for determining the phylogenetic
relationships between fur animals from the Canidae family.
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Psowate (Canidae) to rodzina zwierzat migsozer-
nych, ktora obejmuje 16 rodzajow i 41 gatunkow
(http://ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/). Gatunkiem
najbardziej zré6znicowanym fenotypowo i najlepiej
poznanym pod wzgledem genetycznym jest przedsta-
wiciel rodziny Canidae — pies domowy (Canis lupus
familiaris). Dzigki szybkiemu postepowi w zakresie
genomiki strukturalnej 1 poznaniu sekwencji genomu
psa mozliwe byto podjecie badan molekularnych ge-
nomow takze innych gatunkow nalezacych do rodziny
psowatych, w tym hodowlanych zwierzat futerkowych
— lisa pospolitego, lisa polarnego i jenota. Dotychczas
badania obejmowaly m.in. oceng bior6znorodnosci
hodowlanych i dziko zyjacych zw1erzqt futerkowych
(1, 3,4, 10, 14) oraz analizy poréwnawcze sekwencji
DNA1i okreslanle wzajemnych relacji filogenetycznych
(9, 15,18, 19).

Prowadzone analizy przyczynity si¢ do osiggnigcia
duzego postepu w badaniach ewolucyjnych prowa-
dzonych w rodzinie Canidae. Dotyczyly one zmien-
nosci wewnatrz- 1 mi¢edzygatunkowej. Na podstawie
analiz filogenetycznych gatunkéw objetych hodowla
fermowa w Polsce wykazano, ze najmniejszy dystans
genetyczny dzieli lisa polarnego i pospolitego. Z ko-
lei analizy uwzglqdniajqce sekwencje nukleotydowe
psa wskazujg, Ze dystans genetyczny pomigdzy psem
1 jenotem jest mniejszy niz pomi¢dzy psem i lisami.
W zalezno$ci od wykorzystywanych do badan frag-
mentow gendéw 1 zastosowanych metod wystepuja
jednak pewne rozbiezno$ci w wielko$ciach dystansow
genetycznych 1 zajmowanej pozycji filogenetycznej
pomiegdzy psem 1 poszczegolnymi gatunkami hodow-
lanych zwierzat futerkowych z rodziny Canidae (15,
16, 18).
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Od wielu lat markerami wykorzystywanymi m.in.
w filogenezie zwierzat byly przede wszystkim sekwen-
cje mtDNA. Jest to zwigzane z wysoka czestoscia
mutacji mtDNA, brakiem rekombinacji oraz dziedzi-
czeniem niemal wylacznie w linii matczynej (2, 10,
12). Wyniki uzyskane na podstawie analizy sekwen-
cji genow mitochondrialnych moga by¢ porownane
z wynikami analiz genow jagdrowych. Pewnym utrud-
nieniem w przypadku nDNA jest proces rekombinacji,
ktéry sprawia, ze historia ewolucyjna réznych frag-
mentow tego samego genu moze wykazywac znaczne
odstepstwa (2).

Celem badan byta analiza sekwencji wybranych ge-
néw jadrowych i mitochondrialnych liséw pospolitych,
lisow polarnych ijenotow oraz ocena bioréznorodnosci
zwierzat hodowlanych objetych analizami z wykorzy-
staniem markerow jadrowych i mitochondrialnych.

Material i metody

Analizy molekularne. Badaniami objeto 434 osobniki
trzech gatunkéw hodowlanych zwierzat futerkowych z ro-
dziny Canidae:— 40 lisow pospolitych (Vulpes vulpes), 40
lisow polarnych (Vulpes lagopus) oraz 354 jenoty (Nycte-
reutes procyonoides). Zwierzgta utrzymywane byty w fer-
mach zwierzat futerkowych zlokalizowanych we wschod-
niej i poludniowo-wschodniej Polsce.

Material do badan genetycznych jenotow stanowita pet-
na krew obwodowa pobrana przyzyciowo do sterylnych,
podci$nieniowych probéwek z antykoagulantem K EDTA.
W przypadku lisow polarnych i pospolitych materiatem do
badan byta tkanka skérna, pobrana post mortem. 1zolacje
catkowitego DNA przeprowadzono za pomocng komer-
cyjnego zestawu DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN).
Wyizolowane DNA poddane zostato ocenie jako$ciowo-ilo-
sciowej. Materiat genetyczny postuzyt do amplifikacji wy-
branych fragmentéw gendéw technikg PCR, ktdrg przepro-
wadzono z uzyciem termocyklera Labcycler (SensoQuest).

Sekwencje starterowe dla fragmentu mitochondrialnego
genu COX1 zaprojektowane zostaty przy pomocy progra-
mu Primer-BLAST (http://www.ncbi.
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cy zestawu do sekwencjonowania BigDye Terminator v1.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA). Probki oczyszczono na kolumnach CentriSep
zgodnie z protokotem producenta. Oczyszczone produkty
zostaty zsekwencjonowane w automatycznym sekwenato-
rze ABI 377 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
Otrzymane sekwencje nukleotydowe badanych fragmentow
genow poddano analizie za pomoca programdw bioinfor-
matycznych (BLAST, DNA BaserSequence Assembler
v4, 2013). Do ustalenia pozycji zidentyfikowanych rdznic
wewnatrz- i migdzygatunkowych wykorzystano sekwencje
referencyjng psa domowego, co umozliwito zestawienie
analogicznych fragmentow gendéw u wszystkich badanych
gatunkow.

Badany w pracy gen MSTN, zgodnie z przeprowadzong
reakcja PCR, podzielony zostat na trzy odcinki: MSTNI,
MSTN2 i MSTN3. Fragment genu MSTN1, w obrebie
ktorego stwierdzono obecnos¢ polimorfizmu we wstepnych
badaniach, poddano analizie restrykcyjnej. Wykorzystano
enzym rozpoznajacy miejsce bez mutacji — FastDigest
BsrDI (BseMI) (Thermo Scientific). Mieszanina reakcyjna
sktadata sie z: wody (17 pl), buforu 10 x FastDigest Green
Buffer (2 pl), DNA (10 pl) oraz enzymu restrykcyjnego
(1 pl). Przygotowang mieszaning worteksowano, wirowano
i inkubowano w 55°C przez 15 min, a nast¢pnie inaktywo-
wano enzym w temp. 80°C przez 5 min.

W wyniku trawienia enzymem BsrDI, heterozygoty cha-
rakteryzowaly sie obecnos$cig trzech prazkow o dlugosci
764 pz, 557 pz oraz 207 pz, homozygoty pod wzgledem
genu zmutowanego — jednym prazkiem o dtugosci 764 pz,
natomiast homozygoty pod wzgledem genu bez mutacji
mozna bylo rozpoznaé¢ dzigki obecnosci dwoch prazkow
o dtugosci 557 pz 1207 pz.

Metody statystyczne. Na podstawie czestosci alle-
li w poszczegdlnych loci nDNA dla jenotow obliczono
wskazniki dla markeréw kodominujacych: liczbe alleli —
(number of alleles), efektywng liczbe alleli — N_ (effectlve
number of alleles), heterozygotyczno$¢ obserwowanq H,
(observed heterozygosity, Nei, 1987) i oczekiwang — He
(expected heterozygosity). Natomiast w przypadku haplo-

Tab. 1. Sekwencje starterowe analizowanych loci

nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Dla - >
ozostatych fragmentow genéw star- Pozycie genow

p y . g L, & . Nazwa genu Sekwencja starteréw 5°-3’ w miDNAinDNA | T(°C)
tery zaczerpnigto z pismiennictwa (1, (nz, pary zasad)
10, 13) (tab. 1). - MSTN1 F: TCACTGGGGTGGCAAGTTGTCTCT | oo oo 60

[Eksperymentalnie ustalono sktad | (myostatin gene) R: CACGCAGGCGTTTTATCCTCATCT
mieszaniny reakeyjnej oraz optymalne | yep F: GGACAAAAGGCTCACCAATTA
temperatury przylaczania starteréw dla | (myostatin gene) R: GGAGATGGGTAGTGATTTTCCA | 20912655 60
wszystkich analizowanych fragmentow |y eys F: TATGAGCCAGAAGGGAAGAATCAA | ,coc oo 624
genﬁ’"ﬁ- gg}f{ﬂ tgnge}fat,urowg'czasow}f (myostatin gene) R: TAGCCCCTATACTGAGCTTGTGCT 95 ;

: tu

o 0500 10 iy 35 ekl doy | 16 F: AGCCCACAGGGTACGGCTC 5648056655 | 505
wstepnej (95°C, 10 min), 35 eykli de- | (ingujin-tike growth factor 1) | R: CTTCTGAGCCTTGGGCATGTC ’
naturacji (95°C, 1 min), przylaczania | oo F: AGATCTCCTCAAGGAAGGAAAATTA
starterow (tab. 1) i wydtuzania star- | grouth normone receptor) R: ANGGATGTTAAGTGATTTCTCATGG | 221127221326 | 543
terow (72°C, 1 min) oraz koncowego p— e
wydhuzania starterow (72°C, 20 min) e b R: GCATTGGCTAAGGGGCCGGA 15 013-15 312 57
i chiodzenia do temperatury 4°C. COX1 F: CCGGACATGGCATTCCCCCG

W celu ustalenia genotypow produk- | oo oo o dase subunitl) | R: GECGBACGTAAAGTACGCTCGTG | 9616:6272 o
ty PCR wszystkich fragmentéw genow
zostaly zsekwencjonowane przy pomo- (cytochrome oxydase subunit Il) | R: GGCAGATCAGGTTTCGAAAT
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idalnych markerow mtDNA uwzgledniono: liczbe alleli —
(number of alleles), efektywna hczbt; alleli — N_ (effectl—
ve number of alleles), indeks zmiennosci — h (leGI‘Slty,
h=1-ZXp? gdzie p, - frekwencja i-tego allelu), oraz procent
polimorficznych loci — %P (percentage of polymorphic
loci). Analizy przeprowadzono przy wykorzystaniu pro-
gramu GenAlEx 6.5 (7).

Czestos¢ alleli w poszczegdlnych loci jadrowych i mi-
tochondrialnych w obrebie badanych grup zwierzat futer-
kowych z rodziny Canidae byta podstawa do obliczenia
standardowych dystansow genetycznych Ds (5) pomiedzy
analizowanymi gatunkami. Odleglo$ci genetyczne oszaco-
wano na podstawie frekwencji alleli w polimorficznych loci
przy wykorzystaniu programu GenAlEx 6.5 (7). Uzyskane
wyniki dystanséw genetycznych wykorzystano do utworze-
nia dendrogramow metodg przylaczania sgsiada (NJ, ne-
ighbour-joining) (8), uzywajac programu Mega v. 4.0 (17).

Wyniki i oméwienie

Analiza sekwencji nukleotydowych fragmentow
genow jadrowych. Analiza wewnatrzgatunkowa se-
kwencji nukleotydowych gendéw jadrowych (MSTNI,
MSTN2, MSTN3, IGF1, GHR) po-
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fragment genu COX1, w obrebie ktérego zidentyfiko-
wano 133 réznice migdzygatunkowe typu SNP. Analiza
wewnatrzgatunkowa sekwencji genu COX1 wykazata
obecno$¢ siedmiu polimorfizméw (m.5715, m.5772,
m.5931, m.6063, m.6090, m.6096, m.6159) u jenotow.
Analiza COX1 u lisow pospolitych i liséw polarnych
nie wykazata polimorfizméw wewnatrzgatunkowych.

Analiza sekwencji genu COX2 pomigdzy analizo-
wanymi gatunkami zwierzat futerkowych wykazata
facznie 97 polimorfizméw typu SNP. Z kolei analiza
wewnatrzgatunkowa wykazata obecno$¢ szesciu po-
limorfizméw u jenotow (m.7125, m.7194, m.7221,
m.7287, m.7578, m.7665). U liséw pospolitych i lisow
polarnych nie stwierdzono zmienno$ci wewnatrzga-
tunkowej w sekwencji genu COX2.

Najbardziej konserwatywnym z analizowanych
genow mitochondrialnych byt gen CYTB. Wykazano
obecnos¢ 47 polimorfizméw miedzygatunkowych.
Wiekszos¢ zidentyfikowanych zmian miata charak-
ter jednonukleotydowych podstawien. Dodatkowo
stwierdzono cztery delecje 1 jedng insercj¢ (W pozycji

Tab. 2. Polimorfizmy w obrebie genéw jadrowych u zwierzat z rodziny Canidae

zwolila na identyfikacje jednego poli- — : : ; ;

. . Fragment | Lokalizacja Pozycja Pies Lis Lis
morfizmu typu SNP (single nucleotide genu wgenie | nukleotydu | NC_006619 | pospolity | polarny Jenot
polymorphism) — C354T w obrgbie ——— e - T c -
fragmentu genu MSTNI1, w grupie
jenotow hodowlanych. U liséw pospo- 114 ¢ G G ¢
litych i polarnych nie stwierdzono po- 268 G G G A
limorfizméw wewnatrzgatunkowych 306 G A A G
w analizowanych fragmentach nDNA 336 G A A G
(tab. 2). . 354 G G G G/A

Analiza zmienno$ci mi¢dzygatun- i
kowej wykazata tacznie 25 polimorfi- intron 1 e G G A G
zmow w obrebie 5 fragmentow gendw 447 G ¢ ¢ -
nDNA. Najbardziej zmienny okazal si¢ | MSTN2 2130-2131 - inSAAA inSAAA -
MSTN3, w obrebie ktorego obserwo- 2161 T T T A
wano 11 roéznic migdzygatunkowych. 2179 c c -

Analiza bioinformatyczna fragmentu o o ,
genu MSTN2 wykazata natomiast czte- ekson 2 brak zmienno$ci wewnatrz- i migdzygatunkowej
ry polimorfizmy pomigdzy badanymi Lt 2 b s e £ 4
gatunkami zwierzat, z czego jeden miat | MSTN3 4579 A G A A
charakter insercji. Z kolei ekson 2. 4612 T T T G
genu MSTN charakteryzowat si¢ bra- 4666 A G G A
kiem zmienno$ci zarOwno wewnatrz-,

4684 A A G A
jak 1 mlqdzygatunkowej Najmnlej S73
zmienno$¢ sekwencji gendéw jadro- aetl 4 A g A
wych obserwowano w przypadku frag- ekson 3 4760 G A A G
mentow genow GHR 1 IGF1, w obrebie 4814 T A T T
ktorych zidentyfikowano po jednym 5048 A T A A
pollmorflgmle pomiedzy badanymi region p— T ¢ T T
gatunkami (tab. 2). flankujacy 3’

Analiza sekwencji nukleotydo- 5096 ¢ T ¢ ¢
wych fragmentéw gené6w mitochon- 5117 A G A A
drialnych. Analiza migdzygatunko- NC_006586
wa wykazata liczne polimorfizmy | gyg T a 291185 G G G C
w sekwencjach wszystkich badanych NC 006597
genow mitochondrialnych u zwierzat —
futerkowych. Najbardziej zmienny byt 6! ekson 3 56 607 A A A G
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m.1014 _1015) w grupie lisow pospolitych i lisow
polarnych, w poréwnaniu z sekwencja tego genu
w populacji jenotow.

Analiza wewnatrzgatunkowa sekwencji genu CYTB
w populacji lisow pospolitych wykazata tylko jeden
polimorfizm (m.C890T). Jednocze$nie w grupie lisow
polarnych wykazano obecnos¢ dwoch polimorfi-
zmow wewnatrzgatunkowych. Pierwszy — w pozycji
m.C901T, drugi miat charakter heteroplazmii 1 stwier-
dzony zostat w pozycji m.926. Nie odnotowano poli-
morfizméw genu CYTB w populacji jenotow.

Filogeneza na podstawie sekwencji nDNA. Na
podstawie uzyskanych wynikow analiz molekularnych
okreslono wartosci wskaznikéw opisujacych zmien-
nos¢ genetyczng w zidentyfikowanych /oci nDNA.
W obrebie sekwencji genow jadrowych zidentyfiko-
wano tgcznie 25 polimorfizmow miedzygatunkowych,
z ktorych 24 byly monomorficzne, natomiast jedno
locus (G354A w grupie jenotdw) byto polimorficzne,
z frekwencja alleli: 0,546 (G) 10,454 (A). W przypadku
jadrowego locus G354A liczba alleli (N, ) wynosita 2,
efektywna liczba alleli (N ) — 1,983, heterozygotycz-
nos¢ obserwowana (H ) — 0,604, natomiast heterozy-
gotycznos¢ oczekiwana (H, ) 0,496.

W przypadku nDNA okreslono wskazniki staty-
styczne, uwzgledniajac polimorficzne locus w popu-
lacji jenotow, dla poszczegdlnych populacji zwierzat
futerkowych z rodziny Canidae (jenotow, lisow po-
spolitych ilisow polarnych). W tym przypadku $rednia
efektywna liczba alleli w populacji jenotow wynosita
1,039, $rednia heterozygotycznos$¢ obserwowana —
0,024, a s$rednia heterozygotyczno$¢ oczekiwana —
0,020. W grupie lisoéw pospolitych 1 lisow polarnych
nie stwierdzono zmian polimorficznych wewnatrz
populacji, dlatego $rednia liczba alleli i §rednia liczba
efektywnych alleli wynosita 1, natomiast §rednia he-
terozygotyczno$¢ obserwowana i oczekiwana 0,000
(tab. 3).

Srednia warto$¢ wspotczynnika heterozygotycz-
nosci obserwowanej (H, ) nieznacznie roznifa si¢ od
sredniej warto$ci wspolczynnika heterozygotycz-
nos$ci oczekiwanej (H)) (tab. 3), co moze swiadezy¢
o niewielkim odchyleniu od rownowagi genetycznej
Hardy’ego-Weinberga. Jego przyczyng, poza dryftem
genetycznym i kojarzeniami nielosowymi, mogta by¢
selekcja prowadzona w populacji Jenotow hodowla-
nych, ktéra doprowadzita do zawezenia zmiennosci
genetycznej w jej obrebie, wplywajac w ten sposob na
warto$¢ wspotczynnika heterozygotycznosci.

Wszystkie analizowane fragmenty genéw nDNA
(MSTN1, MSTN2, MSTN3, IGF1, GHR) zostaty
wykorzystane do okreslenia stopnia podobienstwa
1 standardowych dystansow genetycznych pomiedzy
jenotem, lisem pospolitym i lisem polarnym.

Wyniki otrzymane na podstawie sekwencji jadro-
wego DNA wskazuja, ze dystans genetyczny pomig-
dzy jenotem a dwoma gatunkami liséw przyjmowat
stosunkowo wysokie wartosci. Dystans genetyczny
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Tab. 3. Wskazniki statystyczne nDNA w badanych popula-
cjach zwierzat futerkowych

Populacja N, N, H, H,
Jenoty Srednia 1,040 1,039 0,024 0,020
SE 0,040 0,039 0,024 0,020
Lisy pospolite | Srednia 1,000 1,000 0,000* 0,000*
SE 0,000 0,000 0,000 0,000
Lisy polarne $rednia 1,000 1,000 0,000* 0,000*
SE 0,000 0,000 0,000 0,000

Objasnienie: *locus monomorficzne w obrgbie gatunku

Tab. 4. Podobienstwa (nad przekatna) i dystanse genetyczne
(pod przekatna) pomie¢dzy badanymi gatunkami zwierzat
futerkowych, obliczone na podstawie sekwencji nDNA

Jenot Lis pospolity Lis polarny
Jenot - 0,184 0,264
Lis pospolity 1,695 - 0,560
Lis polarny 1,330 0,580 -
— Vulpes vuipes
| L Vulpes lagopus
Nyctereutes procyonoides
P

0.2
Ryec. 1. Dendrogram przedstawiajacy relacje filogenetyczne
jenota, lisa pospolitego i lisa polarnego, otrzymany na pod-
stawie sekwencji nDNA

pomiedzy jenotem i lisem pospolitym byl najwigkszy
(1,695), natomiast pomiedzy lisem polarnym i lisem
pospolitym najmniejszy (0,580) (tab. 4). Na podstawie
dystansow genetycznych (tab. 4) skonstruowano den-
drogram obrazujacy relacje filogenetyczne pomiedzy
badanymi gatunkami zwierzat futerkowych (ryc. 1).

Filogeneza na podstawie sekwencji mtDNA.
W obrebie analizowanych fragmentéw gendw mito-
chondrialnych stwierdzono tacznie 277 polimorfizmow
miedzygatunkowych, z ktérych 16 bylo polimorficz-
nych w obrebie poszczegdlnych gatunkéw. Na pod-
stawie uzyskanych wynikéw analiz molekularnych
okreslono wartosci wskaznikdéw opisujacych zmien-
nos¢ genetyczng w poszczegdlnych /oci mtDNA. Dla
zidentyfikowanych /oci mitochondrialnych okreslono
liczbg alleli (N), frekwencje alleli (p 1 q), efektywna
liczbg alleli (N ) i indeks zmiennosci (h). Warto$¢ N_
w populacji jenotow wahata si¢ od 1,037 dla locus
m.T426C do 1,908 dla loci m.T369C, m.T585C,
m. T717C, m.T744C, m.T750C, m.T813C. Najwyzsza
efektywna liczbe alleli obserwowano dla locus
m.T890C (1,956) zidentyfikowanego w grupie lisow
pospolitych. Najnizszg wartos¢ zmiennosci (0,036)
odnotowano w grupie jenotéw dla locus m.T426C,
natomiast najwyzsza — 0,489 dla locus m.C890T (lisy
pospolite) (tab. 5).

Uwzgledniajac wszystkie polimorficzne /oci geno-
mu mitochondrialnego tacznie, okreslono wskazniki
zmienno$ci oddzielnie dla poszczegdlnych badanych
populacji (tab. 6). Najwyzsze wartosci ww. wskaz-
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nikd6w odnotowano w populacji jenot(’)w, Tab. 5. Wskazniki statystyczne w badanych loci mitochondrialnego DNA
Jest to zwigzane z najwigksza liczbq'ziden-' Gatunek Locus Frekwencja alleli N, N, H
tyfikowanych It’oélrlilolrﬁczngcgl loci thV ] | senot T369C | T-0,610 | C-0390 | 2 1,908 0,476

ie zwierzat. i n i
grup e -W,e 4 olcl podobhe V-Va -O§C T426C T-0,982 | C-0,018 2 1,037 0,036
wskaznikow obserwowano w grupie lisow
pospolitych i liséw polarnych, w obrebie U Ut a2 el it
ktorych stwierdzono, odpowiednio, jeden T717C | T-0390 | C-0610 | 2 1,908 0,476
1 dwa polimorfizmy. Okreslony procent po- T744C | T-0,610 | C-0,390 2 1,908 0,476
limorficznych loci (7oP) dla poszczeg6lnych T750C | T-0,610 | C-0,390 | 2 1,908 0,476
grup zwierzat byt najwyzszy w populacji T813C | T-0,390 | C-0610 | 2 1,908 0,476
jenotow (4,69), natomiast najnizszy (0,36)
w grupie liséw pospolitych (tab. 6). GB4A | G-0628 | A-0372 | 2 1817 0.467
Wszystkie analizowane fragmenty genow C153A | C-00628 | A-0372 | 2 1,877 0,467
mtDNA (COX1, COX2, CYTB) zostaly A180G | A-0628 | G-0372 | 2 1,877 0,467
wykorzystane do okreslenia stopnia po- G246A | G-0,628 | A-0,372 ) 1,877 0,467
dobienstwa 1 standgrdowych dystaqsow G537A | G-0628 | A-0,372 9 1,877 0,467
genetycznych pomiedzy jenotem, lisem
: 1 T624C | T-0628 | C-0372 | 2 1,877 0,467
pospolitym 1 lisem polarnym. _ .
Wyniki otrzymane na podstawie analizy Lis pospolity C890T C-0,575 | T-0,425 2 1,956 0,489
fragmentéw genow mitochondrialnych | Lis polarny C901T | €-0,725 | T-0275 | 2 1,663 0,399
sa zblizone do wynikow otrzymanych na C926T | €-0925 | T-0,075 | 2 1,161 0,139

podstawie analizy nDNA. W tym przypad-
ku dystans genetyczny pomigdzy lisem pospolitym
i lisem polarnym réwniez przyjmowat stosunkowo
niskie wartos$ci, natomiast dystans pomiedzy jenotem
a dwoma pozostalymi gatunkami byl niemal dwu-
krotnie wyzszy. Najwiekszg odlegltos¢ genetyczng
odnotowano pomigdzy jenotem i lisem pospolitym,
natomiast najmniejszy dystans genetyczny dzieli lisa
pospolitego i lisa polarnego (tab. 7). Na podstawie
dystansow genetycznych (tab. 7) skonstruowano den-
drogram obrazujacy relacje filogenetyczne pomiedzy
badanymi gatunkami zwierzat futerkowych (ryc. 2).
Wykorzystanie sekwencji zarowno genomu mito-
chondrialnego, jak 1 jadrowego pozwala na okreslenie
genetycznej zmiennos$ci wewnatrz- 1 miedzygatun-
kowej badanych gatunkéw zwierzat. Wyniki badan
wlasnych, otrzymane po analizie sekwencji genow
nDNA i mtDNA u jenotdw, lisow pospolitych 1 lisow
polarnych wskazujg, ze badane gatunki charaktery-
zowaly si¢ wysoka zmienno$cig miedzygatunkowa,
szczegOlnie pod wzglgdem sekwencji mtDNA. Moze
to wynika¢ m.in. z duzo wyzszego tempa mutacji ge-
nomu mitochondrialnego, w poréwnaniu z genomem
jadrowym. Jest to jeden z powodoéw, dla ktorych se-
kwencje mtDNA znajduja zastosowanie w roznokie-
runkowych badaniach, w tym w analizach majacych
na celu okreslenie relacji filogenetycznych w obregbie
rodziny psowatych (9, 11, 12, 16, 18, 19).
Sposobem na zweryfikowanie, czy uzyskana na
podstawie markerow mtDNA historia ewolucyjna jest
zgodna z rzeczywisto$cia, jest porownanie jej z historig
wnioskowang na podstawie DNA jadrowego. Analiza
danych z nDNA jest trudniejsza ze wzglgdu na proces
rekombinacji, ktéry powoduje, ze historia ewolucyjna
roznych fragmentoéw danego locus moze si¢ r6zni¢. Do
analiz filogenetycznych powinno si¢ zatem wybieraé
regiony nDNA o niskim tempie rekombinacji (2).

Tab. 6. Wskazniki statystyczne mtDNA w badanych popula-
cjach zwierzat futerkowych

Populacja N, N, H %P

Jenoty $rednia 1,047 1,039 0,021 4,69
SE 0,013 0,011 0,006

Lisy pospolite | Srednia 1,004 1,003 0,002 0,36
SE 0,004 0,003 0,002

Lisy polarne Srednia 1,007 1,003 0,002 0,72
SE 0,005 0,002 0,002

Tab. 7. Podobienstwa (nad przekatna) i dystanse genetyczne
(pod przekatna) pomiedzy badanymi gatunkami zwierzat
futerkowych, obliczone na podstawie sekwencji mtDNA

Jenot Lis pospolity Lis polarny
Jenot = 0,300 0,337
Lis pospolity 1,202 - 0,551
Lis polarny 1,087 0,597 -
T Vuipes vulpes
| L Vulpes lagopus
Nyctereutes procyonoides
—

0.2
Ryec. 2. Dendrogram przedstawiajacy relacje filogenetyczne
jenota, lisa pospolitego i lisa polarnego, otrzymany na pod-
stawie sekwencji mtDNA

Zhong i wsp. (19) prowadzili analizy w celu okre-
slenia relacji filogenetycznych pomigdzy pigcioma
gatunkami z rodziny Canidae, na podstaw1e sekwencji
mtDNA. Potwierdzono, ze 11s pospolity 1 lis polarny
naleza do jednego kladu Wyniki badan wtasnych,
otrzymane na podstawie analizy sekwencji mtDNA,
rowniez wskazuja na bliskie pokrew1enstw0 obu
gatunkow liséw (tab. 7). Zhang i Chen (18) okreslili
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relacje filogenetyczne pomiedzy o§mioma gatunkami
psowatych, z wykorzystaniem sekwencji genéw mito-
chondrialnych. Autorzy stwierdzili, Ze rodzaje Vulpes
i Nyctereutes maja bliskie powigzania filogenetyczne.

Skorczyk i wsp. (9), analizujac dystanse genetyczne
pomiedzy czterema gatunkami z rodziny psowatych
stwierdzili, ze najmmej szy dystans genetyczny dzieli
lisa pospohtego 1 lisa polarnego oraz jenota i psa.
Podobnie Switonski i wsp. (16) okreslili relacje filo-
genetyczne, z wykorzystaniem siedmiu fragmentéw
gendw jadrowych, pomiedzy zwierzetami futerkowymi
z rodziny psowatych. Stwierdzili oni, Ze najmniejsze
odlegtosci genetyczne dzielg lisa pospolitego i lisa
polarnego, a najwicksze sposrod anahzowanych
hodowlanych zwierzat futerkowych — jenota i oba
gatunki lisow. Wyniki badan wtasnych nie odbiegaja
od wspomnianych rezultatow 1 wskazuja, ze jenot jest
gatunkiem, ktory dzieli najwigksza odlegtos¢ gene-
tyczna w stosunku do pozostatych gatunkow objetych
analizami. Podobne warto$ci dystansow genetycznych
uzyskano na podstawie fragmentow gendéw nDNA
1 mtDNA (tab. 41 7).

Podsumowujac, na podstawie analiz molekular-
nych sekwencji genow nDNA i mtDNA wykazano,
ze czestos¢ wystepowania polimorfizmow w obrebie
genomu mitochondrialnego byta niemal dwudziesto-
krotnie wyzsza w poréwnaniu z genomem jadrowym
u jenota. Rezultaty analiz filogenetycznych §wiadcza
o mozliwos$ci wykorzystania zar6wno fragmentow
gen6w mitochondrialnych, jak i1 jadrowych w celu
okreslenia relacji filogenetycznych pomigdzy anali-
zowanymi gatunkami zwierzat futerkowych. Wyniki
uzyskane na podstawie analiz genomu jadrowego
jedynie nieznacznie odbiegaja od wynikow analiz
DNA mitochondrialnego. Moga one zatem stanowic
dodatkowe zrédto informacji do okreslania relacji fi-
logenetycznych pomigdzy zwierzetami futerkowymi
z rodziny Canidae.
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