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HODNOTENIE MEDZILINIOVEJ DIVERZITY PREPELICE
JAPONSKEJ RAPD PRIMEROM V7

Interline diversity anylysis in japanese quail population using V7 RAPD
markesrs

R. ZIDEK, M. RYBANSKA

Slovenska pol'nohospodarska univerzita, Nitra, Slovak Agricultural University, Nitra, Slovak Republic

ABSTRACT

Japanese quail (Coturnix Japonica) has been used as an animal for laboratory research because of its small body size, short genera-
tion interval and high egg production. Randomly amplified polymorphic DNA (RAPD) is a powerful tool for studying the genetic
similarity between lines or populations. NCH line selected for low cholesterol content, VCH line selected for high cholesterol
content and non-selected KCH line (control), were used for this experiment. V7 decamer primer successfully amplified the genomic
DNA from samples of Japanese quail lines. A total of 9 fragments were observed by individual analysis, 8 bands were polymorphic.
Increase in the frequency of polymorphic bands was detected in all the selected lines. Computed genetic similarity ranged from
0.836 to0 0.983. Lowest value of genetic similarity was observed between the line with high cholesterol content and the line with low
cholesterol content. Random markers are able to detect genetic similarities between analyzed lines of animals, and predict genetic

marker searching tool in Japanese quail population.
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UvVOoD

Rozmanitost’ fauny a flory vo vztahu k rozvoju
generacie ludstva vyznamne ovplyviuje biodiverzita
rastlin a zivocichov, nevynimajtc populaciu niektorych
druhov hydiny, ktora je ohrozena viac ako iné druhy
hospodarskych zvierat.

Specialne postupy v §Fachteni hydiny mézu
zvySovat homogenizaciu genotypov vo vzniknutych
hybridoch s extrémnou uzitkovostou zameranou na
produkciu mésa alebo znasku vajec, moézu vplyvat' na
diverzitu v disruptivne selektovanych skupinach zvierat
(Baumgartner et al., 1999; Koncekova — Baumgartner,
2004; Baumgartner, 2005), ¢o je mozné uskuto¢novat
metodami zalozenymi na genetickych markéroch.

Biodiverzitu hydiny charakterizuja mnohé plemena
a populacie, ktoré prezentuji vel'’ké mnozstvo genetickych
charakteristik a variant ako dosledok domestikacie.
Ekonomikas naslednymzvysujucimsatrendomslachtenia
niektorych druhov hydiny na produkéné vlastnosti
vyzaduje konzervovanie a obnovovanie pdvodného
genetického zalozenia populacie takmer vsetkych druhov
hospodarskych zvierat, a preto je potrebné reSpektovat
kritéria, ktoré doplnil Ruane (2000), aby bola zachovana
identifikacia genetickych zdrojov, ich monitorovanie
a ochrana. Metody, zalozené na genetickych markéroch
su vyznamné na zmapovanie genomu prepelice japonske;j
a pri hodnoteni medziliniovej biodiverzity v jej populacii,
¢o vyplyva iz prac viacerych autorov, ktori potvrdili,
ze len mizivé percento mikrosatelitnych primérov
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pouzitych na kurach je schopné produkovat $pecificky
produkt po aplikacii DNA. Linie prepelice japonskej,
ktoré boli selektované pocas dlhsich ¢asovych intervalov,
na odlisné uzitkové vlastnosti, analyzovali Sharma et
al.(2000) pomocou RAPD markérov. Vizualizovali
Sest’ vybranych primérov v 60-tich frakciach, pricom
zistili medzi nimi 19 polymorfnych. Z dosiahnutych
vysledkov zaznamenali efektivnost RAPD markérov pri
stanoveni medziliniovych odlisnosti prepelice japonske;.
Metodu RAPD pouzili Calvo et al.(2001) na generovanie
fingerprintov oSipanych, kacic a moriek Testovali vzorky
DNA na potvrdenie efektivity a $pecifity. Vysledky ich
prac demonstrovali pouzitelnost RAPD fingerprintov
na zistenie rozdielov medzi druhmi a skupinami v ramci
druhu. Diferencie medzi piatimi rozdielne selektovanymi
liniami leghornky bielej hodnotili Sharma et al.(2001),
Singh a Sharma (2002) pomocou 50-tich dekamérovych
primérov. Zistili, Ze iba 12 primérov objavilo polymorfné
frakcie, ktorych pocet bol 21. Zaznamenané rozdiely
medzi liniami stanovili na zaklade Neiovho koeficienta
podobnosti, vychadzajticeho z frekvencie frakcii. Zhang
et al. (2002a, 2002b) pouzili ndhodne amplifikovanti
polymorfnd DNA na kontrolu a porovnavanie piatich
prirodzenych populacii kar, dvoch brojlerovych linii
a jednej nosivej linie. Pomocou navrhnutych primérov
zaznamenali Uizky vztah medzi pozorovanymi liniami.

Semenova et al. (2002) vyuzili variabilitu
polymorfnej DNA(RAPD a mikrosatelity)a bielkovinové
markéry na porovnanie ruskych plemien kur, troch
europskych znaskovych plemien a troch brojlerovych
plemien, ktoré pochidzali z Azie. Genetickil diverzitu
Statisticky vyjadrili dendogramom podobnosti, ¢im
potvrdili najvyssiu geneticki podobnost’ medzi ruskymi
a azijskymi plemenami kar. Podobne aj Ali et al. (2003)
a Geng s Zangom (2003) pouzili RAPD metédu na
analyzovanie diverzity medzi lokalnymi plemenami
hydiny. Diverzita jaPonskej prepelice bola ciastocne
sledovana v pracach Zidek et al. (2003, 2005).

Ciel'om prace je zhodnotit’ diverzitu vybranych
analyzovanych linii prepelice japonskej metodu RAPD,
vyuzijuc S$tatistické spracovanie a grafické znazornenie
dosiahnutych vysledkov.

MATERIAL A METODA

Za tcelom sledovania genetickej podobnosti
prepelice japonskej sme vyuzili populaciu zvierat génovej
rezervy pochadzajicej z VUZV — SCHSH v Ivanke pri
Dunaji. Pouzili sme cholesterolové linie 11 (NCH), 12
(VCH) a 13 (KCH) v poéte 30 zvierat (Baumgartner
akol., 1999). Populacie prepelice japonskej boli
disruptivne selektované. Jedince v kazdej sledovanej
linii sme pre lepSiu eliminaciu genetickych rozdielov
medzi sam¢imi a sami¢imi jedincami rozdelili na skupinu

samcov (1) a skupinu samic (0). Technoldgia odchovu
a chovu prepelice bola aplikovana podla zakladnych
technologickych postupov uvedenych Baumgartnerom
a Hetényi (2001).

Odber vzoriek bol realizovany z podkridlove;j
zily v objeme maximalne 0,5 ml krvi. Odobrata krv bola
z injek¢nej striekacky prenesena do 1,5 ml skimavky
s obsahom antikoagula¢ného roztoku ACD. Z odobrate;j
a skladovanej krvi sme izolovali DNA pomocou fenol-
chloroformovej extrakcie podl'a Wettona (1994). Vzorky
sme zmieSavali a koncentraciu DNA merali postupom,
ktory popisal Sharm akol. (2002). Na polymerazovu
ret’azovl reakciu sme pouzili reakény roztok s obsahom
10x timivy roztok, 1,5 U Taq DNA polymerazy, 0,3 mmol.
It ANTP mixu, 1,5 pmol. I RAPD priméru, 1,5 mmol.
I MgCl, a 50 ng templatovej DNA. Reakcia prebiehala
v termocykléris celkovym objemom 25 ul. PCR, program
obsahoval inicia¢ny denaturac¢ny krok pri 94 °C pocas
2 minat. Kazdy zo 45 cyklov pozostaval z denaturacie
pocas 60 sekund pri 94 °C, nasadania primérov pocas 1
mintty pri 38 °C, polymerizacie pocas 2 minuty pri 72 °C.
Faza predlzovania trvala 10 mintt pri 72 °C. Po ukonc¢eni
sme vzorky schladili na 4 °C a na 1,4 % agar6zovom géle
s pridanim etidium bromidu frakcie separovali. Jednotlivé
frakcie sme vizualizovali pomocou UV transiluminatora,
fotografovalia analyzovali pomocou programu Gel Works
4.00 intermediate. DNA. Pre sledovanie diverzity bol
pouzity RAPD primér V7 (5- 3" GAA GCC AGC C)
V pokuse sme pouzili zmie$ané a jednotlivo analyzované
vzorky troch spominanych linii.

Index genetickej podobnosti pre jednotlivé vzorky
sme pocitali podl'a vzorca pre zdielanie frakcii (Lynch,
1990): Bab=2Nab/(Na+Nb), kde Nab je pocet vsetkych
spolo¢nych frakcii medzi vzorkou a a vzorkou b. Na a Nb
vyjadruju pocet v§etkych frakcii pozorovanych jednotlivo
na vzorke aavzorke b. Vramci linie sme samcie
a samiCie jedince analyzovali osobitne. Medziliniovi
podobnost’ (BSij) sme vypocitali ako priemerni hodnotu
zdiel'ania frakcii medzi jedincami skupiny i a skupiny
j. Dendrogram genetickej vzdialenosti sme ziskali
vyuzitim metriky nevazenej parovo skupinovej metody
pouzivajucej aritmetické priemery (UPGMA) v programe
PHYLIP 3,57 ¢ (Felsenstein, 1993).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Technikou zmieSavania vzoriek sme primérom V7
ziskali devat’ frakcii, z ktorych bolo $est’ monomorfnych a
tri polymorfné. Dizka fragmentov sa pohybovala od 487
bp do 2435 bp. Rozvrstvenie frakcii na agarézovom géle
a zobrazenie priemernej intenzity a dizky fragmentov jena
obrazku 1. Pomocou popisaného priméru V7 sme ziskali
PCR produkt vSetkych sledovanych jedincov. Jednotlivou
analyzou bolo pozorovanych rovnako devit frakcii, z
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Tabul’ka 1:

Frekvencia frakcii v kaZdej sledovsnej linii

Table 1: Band frequencies for each observed line

'line/bp 2435 2120 1701 1299 1133 941 742 584 487
nchl 1,000 0,800 1,000 0,200 1,000 1,000 0,600 0,400 1,000
nch0 1,000 0,500 1,000 0,250 1,000 1,000 0,000 1,000 1,000
vehl 1,000 0,500 0,750 0,000 1,000 0,750 0,250 0,000 1,000
vch0 1,000 0,400 0,800 0,400 1,000 0,400 0,400 0,200 1,000
kchl 0,750 0,250 1,000 0,500 0,750 1,000 0,500 0,000 1,000
kchO 1,000 0,500 0,750 0,000 1,000 0,750 0,000 0,250 1,000

nchl: male individuals of low cholesterol content line; nchO: female individuals of low cholesterol content line; vchl: male individuals of high
cholesterol content line; vehO: female individuals of high cholesterol content line; kch1: male individuals of control line; kchO: female individuals

of control line

ktorych bolo osem polymorfnych a jedna monomorfna.
Vel'kost’ pozorovanych frakcii sa pohybovala v rozmedzi
od 487 bp do 2435 bp. Pre primér a kazdu sledovant
liniu boli vyratané frekvencie frakcii, ktoré¢ st uvedené
v tabulke 1. V populacii je mozné pozorovat’ globalne
zvySovanie frekvencie takmer vSetkych polymorfnych
frakcii, ktoré vznika v selektovanych liniach.

Geneticku podobnost’ medzi liniami vychadzajicu
7o zmieSavania vzoriek, pozorovani pomocou priméru
V7, sme zaznamenali v tabulke 2. Namerané hodnoty
genetickej podobnosti sa pohybovali vrozmedzi od

0,8000 do 1,0000.
bola registrovana medzi liniou kchl avchO a ako
najpodobnejSie linie boli stanovené linie nchO a kchO.
Rovnako aj pre jednotlivo analyzované vzorky sme
z vypocitanych frekvencii frakcii zostavili tabulku
medziliniovej  genetickej podobnosti  a geneticke;j
vzdialenosti. Geneticka medziliniovda podobnost je
zachytend v tabul’ke 3 pricom jej hodnoty sa pohybovali
v rozmedzi od 0,8364 medzi liniami vch0O a nchO az po
najvyssiu zistenu geneticki podobnost’ 0,9831 medzi
liniami kchO.

Tabulka 2: Geneticka podobnost’ pozorovana zmieSavanim vzoriek
Table 2: Genetic similarity observed by sample pooling
linia nchl nch0 vchl vch0 Kchl kchO
nchl -
nch0 0,9333 -
vchl 0,8571 0,9231
vchO 0,9412 0,8750 0,8000 -
kchl 0,8750 0,8000 0,8571 0,9412 -
kch0 0,9333 1,0000 0,9231 0,8750 0,8000 -
Tabul’ka 3: Geneticka podobnost’ pozorovana jednotlivou analyzou vzoriek
Table 3: Genetic similarity observed for each sample separately
linia nchl nch0 Vchl vch0 kchl kchO
nchl
nch0 0,8964
vchl 0,9273 0,8397
vchO 0,9039 0,8364 0,9505
kehl 0,9043 0,8028 0,9129 0,9093
kchO 0,9137 0,9043 0,9831 0,9359 0,8777
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Obr. 1: RAPD profil zmieSanych vzoriek pouzitim
priméru V7 UPGMA
Fig. 1: RAPD profile of primer V7 by sample nchl
pooling veho
kchl
nchi
Dendrogramom zostrojenym pomocou UPGMA I
metriky sme rozdelili pozorovani skupinu do dvoch kch0
vetiev, pricom do zhluku s najvac¢sou podobnost'ou boli
zaradené linie nchO a kchO (obr. 2). Ako teda vyplyva zo I T l vehl
zostrojeného dentrogramu samicia nizkocholesterolova 0.070 0,035 0,000

linia sa naprick selekcii geneticky neodliSuje od
kontrolnej linie.

Komplexné medziliniové vztahy vyjadruje
dendrogram  zostrojeny  z podkladov  ziskanych
jednotlivym analyzovanim vzoriek (obr. 3). Nepodarilo
sa nam potvrdit’ vyraznu podobnost’ medzi liniou kch0
anch0. Celd populacia vykazuje variabilitu medzi UPGMA
pozorovanymiliniami.V zhlukus najvé¢soupodobnost'ou
sa nachadzaju zvierata nizkocholesterolovych linii oboch
pohlavi. NajodlisnejSou je linia veh0

Obr. 2: Dendogram vychadzajuci zo zdiel’ania frakcii
Fig. 2: Dendrogram based on band sharing
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