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Validation of StockMarks® Set for identifying origin of species from the canine family

Summary

The goal of this study was to measure the utility of 10 pairs of starter sequences described scientifically to
amplify microsatellites in the genome of canines and measure the usefulness of the commercial set StockMarks®
for Dogs Canine Genotyping Kit from Applied Biosystems company in individual identification. An
additional goal is to check the feasibility of using the set to control the origin of species from Canidae familly.
The tests were conducted on animals from three species: Red Fox (Vulpes vulpes), Arctic Fox (Alopex lagopus),
and Raccoon Dog (Nyctereutes procyonoides), from which blood was drawn into sterile vacuum test-tubes
with the anticoagulant EDTA from the saphena vein. DNA was isolated from the blood using QIAamp
DNA Blood Mini Kit, a set for isolating genetic material. The obtained products PCR were exposed to electro-
phoretic separation in the genetic analyzer ABI Prism 3100 Avant, then analyzed using the computer program
Gene Mapper ™ v. 3.5. The frequency of alleles was measured for all microsatellite loci. All calculations were
performed using the statistical packet SAS — module SAS/Genetics™ 9.1.3.

The analysis of the microsatellite sequences (FHC 2010, FHC 2054, FHC 2079, PEZ1, PEZ20, PEZ12,
PEZ3, PEZS, PEZ6, PEZS) in the population of the Arctic Fox, Red fox, and Raccoon Dog, indicates a high
degree of polymorphism and high usefulness in the majority of tested microsatellite loci to control the origin
of species and identification of specimen in fox and raccoon dog farms. Moreover, it has been confirmed that
in many cases clear differences between the length of specific alleles indicates a potential use in identifying

species.
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Markery genetyczne staty si¢ w ostatnich latach cen-
nym materiatem zaré6wno do badan z zakresu genetyki
populacji, jak i dla hodowcéw. W nowoczesnej ho-
dowli zwierzat znajduja zastosowanie szczegdlnie
badania polimorfizmu fragmentéw restrykcyjnych
okreslonych genow oraz minisatelity 1 mikrosatelity.
Zidentyfikowane u zwierzat gospodarskich zarejestro-
wane s3 w migdzynarodowym banku genéw GenBank
lub EMBL.

Sekwencje mikrosatelitarne jako markery genetycz-
ne wykorzystywane sa w hodowli zwierzat, migdzy
innymi, w badaniach zmiennosci genetycznej popula-
cji(9, 10). Najczgsciej stosowanymi parametrami okre-
slajacymi zmienno$¢ genetyczna sa: heterozygotycz-
no$¢, roznorodnos¢ alleliczna 1 procent /oci polimor-
ficznych. Miara réznorodnosci allelicznej jest liczba
alleli sekwencji STR, jaka znajduje si¢ w danym /o-
cus. Procent loci polimorficznych jest to udziat takich
loci w ogolnej liczbie analizowanych loci. Zmienno$¢
genetyczng szacowang na podstawie sekwencji mikro-
satelitarnych wykorzystuje si¢ réwniez do charakte-

rystyki struktury genetycznej pOpulaCJl analizy kie-
runkow 1 intensywnosci migracji miedzy populacja-
mi, szacowania stopnia zinbredowania populacji,
W anahzle pokrewienstwa i pochodzenia osobnikow
oraz w analizie stopnia hybrydyzacji pomigdzy sasia-
dujacymi populacjami spokrewnionych gatunkéw. Sek-
wencje STR wykorzystywane sa takze w molekular-
nych metodach identyfikacji ptci, jak 1 do oceny przy-
naleznos$ci gatunkowej osobnikow.

Sekwencje mikrosatelitarne staly si¢ w ostatnich la-
tach jedna z najliczniejszych grup markeréw. Ich roz-
proszenie w genomie, wysoki stopien polimorfizmu
oraz proste metody identyfikowania pozwalaja na wy-
korzystanie ich w mapowaniu genomu, analizie roz-
nic wewnatrz- i migdzyodmianowych, jak i mapowa-
niu /oci cech ilosciowych (7, 8, 11). Markery te umoz-
liwiaja rowniez identyfikacje¢ gendw odpowiedzialnych
za cechy wazne z punktu widzenia hodowcy. Jak po-
daje Butler, sekwencje mikrosatelitarne naleza do mar-
kerow uzywanych w biologii, ktore dzigki automaty-
zacji metod analiz charakteryzuja si¢ duza szybkos$cia
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Tab. 1. Charakterystyka analizowanych markeréw mikrosatelitarnych zestawu StockMarks

833

LA Lokalizacja Numer
L0615 | ovpais | sovirmies| waga | " abe | dosny | sarnikgotr | 21 Mo (Ferard | tarrodngy (Rever
(02) genomowej | (GenBank)
PEZ1 tetra TATG 92-136 CFA 7 AY672136 | FAM/niebieski | GTAGATTAGATCTCAGGCAG | TAGGTCCTGGTAGGGTGTGG
PEZ3 tri GAA/GCA 95-154 | CFA 13/19 | AY536266 NED/zétty |CACTTCTCATACCCAGACTC CAATATGTCAACTATACTTC
PEZ5 tetra TTTA 97-121 CFA 12 | AY375155 | JOE/zielony |GCTATCTTGTTTCCCACAGC TCACTGTATACAACATTGTC
PEZ6 tetra GAAA 164-214 CFA 16 | AY375156 NED/zotty | ATGAGCACTGGGTGTTATAC |ACACAATTGCATTGTCAAAC
PEZ8 tetra GAAA 222-260 | S16/CFA27 | AY375154 NED/zotty | TATCGACTTTATCACTGTGG ATGGAGCCTCATGTCTCATC
PEZ12 tetra GAAA 250-320 CFA 3 AY758358 | JOE/zielony | CCTAAATTAGAGGTCTAACC TAAGCGGGAATGTGCTCCTC
PEZ20 tetra AAAT 170-201 zma:t;?uany AF454052 | JOE/zielony |CACTTCTCATACCCAGACTC CAATATGTCAACTATACTTC
FHC2010 tetra ATGA 210-260 $5/CFA24 | NM010856 | FAM/niebieski | AAATGGAACAGTTGAGCATGC |CCCCTTACAGCTTCATTTTCC
FHC2054 tetra GATA 140-183 CFA 12 | NM005502 | FAM/niebieski | GCCTTATTCATTGCAGTTAGGG | ATGCTGAGTTTTGAACTTTCCC
FHC2079 tetra GGAT 263-299 S5/CFA24 - NED/zotty |CAGCCGAGCACATGGTTT ATTGATTCTGATATGCCCAGC

uzyskiwanych wynikow oraz ich wysoka powtarzal-
nos$cia 1 wiarygodnoscia (1).

Kontrola pochodzenia jest waznym aspektem pracy
hodowlane;j. Jest ona prowadzona na podstawie anali-
zy dziedziczenia polimorficznych markeréw genetycz-
nych. W przypadku kazdej sekwencji mikrosatelitar-
nej potomek otrzymuje jeden allel od matki, drugi od
ojca, doktadnie tak, jak to jest przy cechach monoge-
nowych — jakosciowych. Kontrola pochodzenia pséw
hodowlanych staje si¢ coraz powszechniejsza prakty-
ka. Wyliczone prawdopodobienstwo wykluczenia ro-
dzicielstwa (PE) u psow, na podstawie 12 sekwencji
mikrosatelitarnych DNA (CPH2, CPH3, CPHS, CPHS6,
CPHS, CPH9, CPH10, CPH11, CPH13, CPH14,
CPH15, CPH16), wynosi 99,99% (7). W badaniach
Klukowskiej 1 wsp. (4) uzyskano wartosci tego para-
metru wynoszace 0,995. Zeby jednak badanie gene-
tyczne byto wiarygodne i dawato pewno$¢ na pozio-
mie 99%, nie wystarczy przeprowadzenie analizy jed-
nego locus. Tylko analiza dostatecznie duzej liczby
sekwencji mikrosatelitarnych pozwala na ustalenie
unikalnego profilu genetycznego dla kazdego zwierzg-
cia (9). Dlatego tez, analizujac jednoczes$nie 8-10 roz-
nych markerow mikrosatelitarnych, prawdopodobien-
stwo popelnienia btedu szacuje si¢ na poziomie blis-
kim zeru.

Rozwoj wiedzy o polimorfizmie i lokalizacji sek-
wencji mikrosatelitarnych w genomie psa okazuje si¢
rowniez bardzo przydatny w odniesieniu do innych
gatunkow z rodziny psowatych, np. liséw pospolitych
1lisow polarnych (5). Szacowane prawdopodobienstwo
wykrycia nieprawidtowego pochodzenia na podstawie
dziewigciu loci mikrosatelitarnych psa wynosito 0,99
(6). Natomiast gdy tych samych sekwencji starterowych
uzyto w badaniach lisa pospolitego i polarnego, otrzy-
mano wspotczynnik wykluczenia dla lisa pospolitego
0,98 (4) oraz 0,99 dla lisa polarnego (5).

Migdzynarodowe Towarzystwo Genetyki Zwierzat
(ISAG) zaleca przeprowadzanie rutynowej kontroli

pochodzenia na podstawie wybranego zestawu sekwen-
cji mikrosatelitarnych i oceng wybranych mikrosateli-
tow w badaniu populacji zwierzat. Tego rodzaju bada-
nia dotycza roznych gatunkow zwierzat w Polsce: byd-
ta, koni, owiec i pséw (9).

Celem przeprowadzonych badan byta ocena przy-
datnosci 10 par sekwencji starterowych wchodzacych
w sktad komercyjnego zestawu StockMarks® for Dogs
Canine Genotyping Kit firmy Applied Biosystems do
identyfikacji osobniczej zwierzat gospodarskich z ro-
dziny Canidae, ponadto wskazanie na ewentualne za-
stosowanie go do kontroli pochodzenia zwierzat.

Materiat i metody

Materiat do badan pochodzit z dwoch ferm zwierzat fu-
terkowych polozonych w potudniowo-wschodniej Polsce.
Badaniami objgto po 30 zwierzat nalezacych do trzech ga-
tunkow: lisa pospolitego (Vulpes vulpes), lisa polarnego (4/o-
pex lagopus) oraz jenota (Nyctereutes procyonoides).

Po uzyskaniu przez zwierzgta pelnej dojrzatosci zimowej
okrywy wlosowej, tj. na przetomie listopada i grudnia, po-
brano od nich krew do sterylnych proboéwek podci$nienio-
wych z antykoagulantem EDTA z zyly dostopowej. DNA
izolowane byto z krwi pelnej za pomoca zestawu do izolacji
materiatu genetycznego QlAamp DNA Blood Mini Kit. Na
bazie wyizolowanego genomowego DNA przeprowadzono
amplifikacje¢ wybranych sekwencji metoda tfancuchowe;j re-
akcji polimerazy (PCR) przy uzyciu fluorescencyjnie zna-
kowanych starterow. Do sporzadzenia mieszaniny reakcyj-
nej uzyto nastgpujacych komponentow wchodzacych w sktad
zestawu Stock Marks: H,0 —1,9 pl, bufor PCR Stock Marks
1,4 ul, 25 mM MgCl, - 0,36 pl, dNTP — 2,2 pl, startery —
2,8 ul, polimeraza Tag Gold — 0,36 pl, genomowe DNA
1 pul.

Reakcjg PCR przeprowadzono w mieszaninie reakcyjne;j
o catkowitej objetosci 10 pl przy zastosowaniu odpowied-
niego profilu temperaturowo-czasowego sktadajacego sig z:
denaturacji wstegpnej (95°C, 10 min.); 20 cykli: denaturacji
(95°C, 30 s.), przytaczania (58°C, 30 s.) oraz wydtuzania
starterow (72°C, 1 min.); 15 cykli: denaturacji (95°C, 30s.),
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przytaczania (56°C, Tab. 2. Wielko$¢ i frekwencja alleli w 10 loci mikrosatelitarnych w genomach lisa pospolitego, lisa
30 s.) oraz wydluzania  polarnego i jenota

h o :
f{ta‘fterow (72°C, hfm,n-) Liczbnosci alleli
Oncowego wy uoza— Lis polarny Lis pospolity Jenot
nia starteréw (72°C, L L L
30 min.) oraz chtodze- Locus | Wielkosé Wielko$¢ Wielko$é
- : o allelu Allel Frekwencja allelu Allel Frekwencja | allelu Allel Frekwencja
nia do temp. 4°C. (p2) (p2) (n2)
XV Sk*al((i ZeSta}’Vu;)VEC;T 425 A 0,4500 | 216 A 0,0789 | 216 A 0,1000
za sexwencje: ) 429 B 0,2000 220 B 0,7368 220 B 0,8667
FHC2054, FHC2010, | FHC2010 ’ : '
PEZS. PEZ20, PEZ12. 433 c 0,3500 224 c 0,1053 228 c 0,0333
PEZ3, PEZ6, PEZS, 228 D 0,0789
FHC2079 (tab. 1). Kaz- 228 A 0,7143 184 A 0,3182 161 A 0,7273
FHC2054
dy z badanych gatun- 232 B 0,2857 188 B 0,6818 173 B 0,2727
kOVZi byt p%rownywa' 250 A 0,3158 247 A 0,0556 361 A 0,7500
ny do psa domowego 254 B 01316 | 251 B 0,8333 | 365 B 0,0417
(Canis familiaris).
Uzyskane produkty 258 c 0,1316 255 c 0,111 381 c 0,2083
PCR poddawano roz- | FHC2079 | 262 D 0,0263
dzialowi elektrofore- 266 E 0,0263
tycznemu w analizato- 274 F 0,3158
rze genetycznym ABI 278 6 0.0526
Prism 3100 Avant, a na- 170 A 06389 | 139 A 1,0000 | 141 A 0,033
stepnie analizowano
przy uzyciu programu bEr1 174 B 0,1389 145 B 0,5333
komputerowego Gene 178 C 0,0555 149 C 0,4000
Mapper™ v. 3.5. Dla 182 D 0,1667 153 D 0,0333
wszystkich loci mikro- 250 A 0,3750 248 A 0,5263 362 A 0,4583
satelitarnych obliczono 254 B 0,1250 256 B 0,4737 378 B 0,0833
czegstose (frekwencje)
. : 258 c 0,1250 382 C 0,4583
alleli oraz indeks stop-
nia polimorfizmu (PIC) PEZ12 262 D 0,0500
oraz heterozygotycz- 266 E 0,0250
no$¢ obserwowana 274 F 0,2500
(HET). WSZYSﬂ(iC obli- 278 G 0,0500
czenia wykonano z wy- 170 A 0,6176 216 A 0,0789 216 A 0,1000
korzystaniem pakictu 174 B 0,1176 220 B 0,7632 220 B 0,8667
statystycznego SAS — PEZ20 ’ ’ ’
modut SAS/Genetics™ 178 c 0,0882 224 c 0,1053 228 c 0,0333
9.1.3. 182 D 0,1765 228 D 0,0526
L 104 A 0,0263 104 A 0,2500 110 A 0,1333
Wyniki i omowienie 107 B 0,0263 107 B 0,3056 | 116 B 0,0667
U wymienionych pEZ3 110 C 0,1579 110 C 0,3889 119 C 0,6333
zwierzat badano 10 113 D 0,3684 113 D 0,0556 122 D 0,0333
loci m1krosatg11tar- 116 E 0,1316 125 E 0,1333
ny;h, kd‘[la ktorych 119 F 0.2895
scharakteryzowano 97 A 0,5250 97 A 02000 | 161 A 0,4333
w sumic 107 alleli 101 B 0,0500 105 B 0,2500 173 B 0,3333
(tab. 2). Frekwencja PEZ5 : : 2
alleli u poszczegol- 105 c 0,1250 109 c 0,5500 189 c 0,2333
nych gatunkéw byta 109 D 0,3000
nastqpujqca; 43 alle- 169 A 0,5588 164 A 0,5000 161 A 0,5357
le u lisa polarnego, PEZ6 181 B 0,0588 168 B 0,5000 173 B 0,2500
30 alleli u lisa pospo- 185 C 0,3824 189 c 0,2143
litego 1 34 allele u je- 234 A 03500 | 182 A 00714 | 198 A 0,3333
nota. Llcz,lfé‘ a}}lleh' 238 B 0,1250 186 B 0,1071 206 B 0,2000
Wposzezegolnychloci PEZ8 | 242 c 0,5250 194 c 01420 | 210 c 0,2000
wykazywata duze wa-
. . 198 D 0,2143 214 D 0,1333
hania u kazdego z ba-
danych gatunkow 210 E 0,4643 218 E 0,1333
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psowatych. Najwiecej alleli odnotowano w populacji
lisa polarnego w locus FHC2054 1 PEZ12 (po 7 alleli),
a najmniej w locus FHC2054 (2 allele). U lisa pospoli-
tego liczba alleli zawierata si¢ w przedziale od 1 w /o-
cus PEZ1 do 5 w locus PEZ8. Natomiast w populacji
jenota 2 allele odnotowano w locus FHC2054, a 5 al-
leli w locus PEZS8. Srednia liczba alleli dla kazdego
z analizowanych /oci wynosita, odpowiednio: 4,3 dla
lisa polarnego, 3,0 dla lisa pospolitego, 3,4 dla jenota.
Lacznie dla wszystkich badanych gatunkoéw otrzyma-
no $rednio 10,7 alleli w kazdym locus.

Sposrod 107 zidentyfikowanych alleli nalezacych do
10 sekwencji mikrosatelitarnych, 1 allel o dlugosci 110
pz nalezacy do locus PEZ3 byl wspolny dla trzech ga-
tunkow.

Liczba i wielkos¢ alleli w poszczegdlnych loci wy-
kazywaty duze zréznicowanie migdzy lisem polarnym,
lisem pospolitym i jenotem. Tylko sekwencja PEZ3
miala podobne wielkosci alleli dla wszystkich 3 bada-
nych gatunkow, natomiast pozostate /oci charaktery-
zowaly si¢ zr6znicowanymi dtugo$ciami. Liczba ziden-
tyfikowanych alleli w zaleznosci od locus przyjmowata
wartosci od jeden w locus PEZ1 u lisa pospolitego do
siedem w locus FHC2079 1 PEZ12 u lisa polarnego.

DeNise 1 wsp. (2) analizowali 17 markerow mikro-
satelitarnych u roznych ras psow z czego 9 markerdéw
bylo takich samych jak te, ktére wykorzystano do ni-
niejszych badan. Liczba alleli, jaka uzyskali dla po-
szczegoOlnych sekwencji mikrosatelitarnych byta zde-
cydowanie wigksza od liczby alleli uzyskanych dla
poszczegolnych badanych sekwencji. Przyktadowo,
w locus PEZ6 zidentyfikowali 22 allele, FHC2054: 12
alleli, a w locus PEZ12: 24 allele, wowczas gdy liczba
alleli dla tych samych sekwencji w przeprowadzonych
badaniach wynosita w locus PEZ6: 3 u lisa polarnego,
2 u lisa pospolitego i 3 u jenota, w locus FHC2054:
7 u lisa polarnego, 2 u lisa pospolitego i 3 u jenota,
w locus PEZ12: po 2 allele u wszystkich 3 gatunkdw.
Tak duza r6znica wynika¢ moze z tego, ze startery te
skonstruowane zostaty do amplifikacji w genomie psa.
Pomimo przynaleznos$ci do tej samej rodziny psowa-
tych istnieja jednak dos¢ duze roznice pomiedzy zwie-
rzgtami z tej grupy.

U lisa pospolitego locus PEZ1 byl monomorficzny.
Wedtug Ellegren 1 wsp. (3), allel w monomorficznych
loci jest najkrotszy w porownaniu z dlugosciami alleli
dla tego samego locus u gatunkéw pokrewnych.
W przypadku locus PEZ1 dtugos$¢ allelu wynosita
139 pz, co w poréwnaniu z allelami tego samego lo-
cus u lisa polarnego (170-182 pz) potwierdza powyz-
sze stwierdzenie. Jednak porownujac tg dtugos¢ z dtu-
gosciami, jakie uzyskano u jenota dla tego locus (141-
-153 pz) nalezy zaznaczy¢, ze istniejaca rdznica nie
byla az tak duza.

W analizowanych /loci stwierdzono zréznicowana
liczbe alleli u badanych gatunkow (np. u lisa polarne-
go w locus FHC2079 i PEZ12 — po 7 alleli, a u lisa
pospolitego w locus PEZ1 — 1 allel).
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Analiza 10 sekwencji mikrosatelitarnych wykazata
tylko 1 allel w locus PEZ3 o dtugosci 110 pz wspdlny
dla trzech badanych gatunkéw zwierzat. Najwigksza
roznica w rozktadzie czestosci alleli wystapita w lo-
cus FHC2010 pomigdzy lisem polarnym a lisem po-
spolitym i jenotem.

Wsrod wszystkich analizowanych markeréw dla
3 populacji zwierzat za wysoko informatywne (PIC > 0,5)
moznauznac 15 loci, 8 loci u lisa polarnego (FHC2079,
PEZ1, PEZ12, PEZ20, PEZ3, PEZ5, PEZ6, PEZS),
3 loci u lisa pospolitego (PEZ3, PEZS5, PEZS8) 1 4 loci
u jenota (PEZ3, PEZS, PEZ6, PEZS). Wspotczynnik
heterozygotycznos$ci przyjmowat warto$ci wyzsze niz
0,5 w przypadku 19 sekwencji mikrosatelitarnych,
z czego 9 u lisa polarnego (FHC2079, FHC2010, PEZ1,
PEZ12, PEZ3, PEZS, PEZ6, PEZ8, PEZ20), 4 u lisa
pospolitego (FHC2010, PEZ3, PEZ6, PEZS), a 6 u je-
nota (FHC2079, PEZ1, PEZ12, PEZ3, PEZS5, PEZS),
natomiast dla pozostatych sekwencji przyjmowal war-
tosci nizsze.

Podsumowanie

Analizowane sekwencje mikrosatelitarne (FHC2010,
FHC2054, FHC2079, PEZ1, PEZ20, PEZ12, PEZ3,
PEZ5, PEZ6, PEZ8) w populacji lisa polarnego, lisa
pospolitego i jenota wykazuja si¢ wysokim stopniem
polimorfizmu i duza przydatno$cia wigkszosci bada-
nych loci mikrosatelitarnych do kontroli pochodzenia
zwierzat i identyfikacji osobnikéw na fermach lisow
1 jenotow.
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