THE ESTIMATION OF VARIABILITY IN SELECTED SNPs AND
OPTION OF THEIR UTILIZATION FOR PARENTAGE TESTING
IN DOGS

HODNOCENI VARIABILITY VYBRANYCH SNPs S OHLEDEM NA
JEJICH VYUZITI PRO TESTY PARENTITY U PSU

Horak, P., Dvorak, J.
Ustav genetiky, Agronomicka fakulta, Mendelova zemédélska a lesnickd univerzita v Brng,

Zemédélska 1, 613 00 Brno

E-mail: xhorak02@node.mendelu.cz

ABSTRACT

The parentage verification and identification of individuals are the most common exercises of
molecular-genetic methods in animal breeding. The aim of my research was an assessment of
variability in selected single nucleotide polymorphisms and evaluation of their suitability for
parentage verification in dogs. Three canine SNPs have been studied: the A— G substitution
in the transducin—y gene (GNGTI), the A— G substitution in the melanocortin 1 receptor
gene and the proline deletion in tyrosine-related protein 1 gene (7YRPI). The investigated
sample population consisted of English Cocker Spaniel and Poodle breeds. In the GNGT1
gene, only the allele 4 was detect. Similarly, very low variability was observed both in the
MCIR gene and in the TYRPI gene. Therefore, the studied SNPs seem not to be suitable for
parentage verification in dogs.
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ABSTRAKT

Metody molekuldrni genetiky nachéazeji v chovatelské praxi uplatnéni zejména pti ovérovani
rodicovstvi a individudlni identifikaci jedincti. Cilem prace bylo stanoveni variability
vybranych jednonukleotidovych polymorfismii u psit a vyhodnoceni jejich vhodnosti pro
ovéfovani rodiCovstvi. U jedinci plemen anglicky kokrSpanél a pudl byly sledovany
nasledujici SNPs: A— G substituce v genu transducinu —y (GNGTI), A— G substituce
v genu melanocortin receptoru 1 (MCIR) a delece prolinu v genu tyrosine-related proteinu 1
(TYRPI). Gen GNGTI byl ve zkoumané populaci monomorfni pro alelu 4. Velmi nizka
variabilita byla také zjisténa ve zbyvajicich dvou lokusech — genu MCIR a TYRPI. Vysledky
tedy naznacuji, Ze ani jeden ze zkoumanych polymorfismii neni vhodny pro zatfazeni do
panelu SNPs pro ovétfovani rodi€ovstvi u psu.
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UVOoD

Piekotny vyvoj metod molekularni genetiky se sebou pfinasi moznost jejich aplikace
v novych oblastech. Dfive hojné pouzivané (ale z néjakého ditvodu nevyhovujici- pracnost,
pfesnost, finanéni naroc¢nost) metodiky jsou tak postupné vytlaovany a nahrazovany
novymi.

V prvopocatku bylo ovéfovani ptivodu u psi provadéno na zakladé detekce
polymorfnich krevnich bilkovin. Tento pfistup vSak nevyhovoval pro svou pracnost a nizkou
vypovidaci schopnost. Byl tedy postupné nahrazen genotypizaci mikrosatelitnich sekvenci —
neboli zkracené¢ mikrosateliti (MS). Tyto nekddujici iseky DNA se zdaly byt pro uvedeny
ucel témet idealni — vykazuji vysokou miru polymorfismu, jejich detekce neni manualné
naro¢na apod. V soucasné dobé je detekce mikrosatelitl vyuZivana drtivou vétSinou vSech
instituci provadéjicich ovétovani rodiCovstvi. Bohuzel vSak nebylo dosaZzeno mezindrodni
dohody mezi jednotlivymi laboratofemi, chovatelskymi kluby a kynologickymi organizacemi
ve smyslu sjednoceni pouzivané metodiky. Napft. International Society for Animal Genetics
(ISAG, 2004) uznéva tii rizné panely mikrosateliti (celkem 29 lokusl). Naopak American
Kennel Club vyuziva 13 mikrosatelitnich lokust (DeNise, S. et al., 2004). Vysledky ziskané
jednotlivymi laboratofemi tak nejsou vzajemné pienositelné. Nejen proto je snaha nalézt
novou metodiku vyznacujici se vysokou pfesnosti, bezproblémovou reprodukovatelnosti,
automatizovanou genotypizaci, ktera by byla pfijimdna a vyuZivdna napfi¢ rdznymi
laboratofemi a chovatelskymi organizacemi. Jako velmi nadéjné se ztohoto pohledu jevi
vyuziti  jednonukleotidovych polymorfismi DNA tzv. SNP (Single Nucleotide
Polymorphisms).

Podstatou vzniku SNPs je zména sekvence DNA vznikajici deleci, substituci, inverzi
nebo inzerci jednoho nukleotidu. Tyto zdmény se vyskytuji v kodujicich i nekodujicich
castech savéiho genomu s Cetnosti 1 SNP na kazdych 50-500 bp.

Uvazuje se, Ze pro testaci parentity a individualni identifikaci jedincti bude provadéna
automatizovand (napf. microaray) detekce panelu cca 40 —-50 jednonukleotidovych
polymorfismi. Pfi sestavovani uvedeného panelu SNPs je tieba predevsim zohlednit umisténi
jednotlivych lokusti na odlisnych chromozomech, jejich obdobnou variabilitu v riznych
populacich, selek¢ni neutralitu, vyrovnanou Cetnost alel atd..

Cilem naSi prace bylo na zaklad¢ literarnich udaji vybrat vhodné jednonukleotidové

polymorfismy a na referenénim souboru zvitat ovéfit jejich variabilitu u riznych plemen psu.



Pro pocatecni fazi prace jsme zvolili nasledujici tii SNPs:
1) A— G substituci v genu transducinu —y (GNGT1)
2) A— G substituci v genu melanocortin receptoru 1 (MCIR)
3) deleci prolinu v genu tyrosine-related proteinu 1 (TYRPI)

MATERIAL A METODIKA
Referencni populace byla tvofena celkem 11 jedinci nasledujicich plemen — pudl (6
jedincil) a anglicky kokrSpanél (5 jedinct).
Pro amplifikaci specifickych useki jednotlivych geni pomoci polymerazové fetézové
reakce (PCR) bylo pouzito nésledujicich primert:
1) gen GNGTI (Wang et al., 1997):
F 5"GAT GAC CAA AAATTA GTACTGTC -3’
R5-GTC TCC AAA TGT TGT GAA GAA GT-37
2) gen MCIR (Schmutz et al., 2001)
F 5- GGA GGT GTC CAT CTC TGA CGG- 3"
R 5- CCG GGC CAG CAT GTG GAC GTA- 3’
3) gen TYRPI (Schmutz et al., 2002)
F 5'-ACC AAT GGT GCA ACG TCT TCC TGA ACC G -3'
R 5'-GCC TTC CAC TGT GTT TCG GAA ACT G-3'

PCR byla provadéna na teplotnim cykleru PTC-100™ (fy MJ Research. Inc.). SloZeni
reakéni smési bylo nasledujici:
1) gen GNGTI (celk. objem 25 pul ) - 3 ul lyzatu DNA, 7,87 ul dest. H,O, 2,5 ul 10 x
PCR Buffer (bez MgCly), 0,5 ul ANTP (10 mM), po 1 pl obou primera (10 pmol/pl),
0,13 ul Tag DNA Polymerase recombinant (5 U/ul) a 2 pl MgCl, (25 mM).
2) gen MCIR (celk. objem 15 pl ) - 1 pl lyzatu DNA, 6 pl dest. H,O, 1,5 pul 10 x LA
PCR Buffer, 0,3 pul ANTP (10 mM), po 1 pl obou primert (10 pmol/ul), 0,2 ul LA
DNA Polymerases Mix (5 U/ul)
3) gen TYRPI (celk. objem 15 pl ) - 1 ul lyzatu DNA, 5,2 ul dest. H;O, 1,5 ul 10 x PCR
Buffer (bez MgCl,), 0,3 ul ANTP (10 mM), po 1 pl obou primerti (10 pmol/ul), 0,1 pul
Tagq DNA Polymerase recombinant (5 U/ul) a 0,9 ul MgCl, (25 mM)



Teplotni profil PCR byl dodrzen piesné dle ptivodnich metodik jednotlivych autort:

1) gen GNGTI (Wang et al., 1997): pocatecni denaturace 94 °C / 3 min., 30 cykli -
denaturace 94 °C / 1 min., annealing 56 °C / min, elongace 72 °C / 1 min., zdvére¢na
elongace 70 °C / 10 min.

2) gen MCIR (Schmutz et al., 2001): po¢atecni denaturace 94 °C / 3 min., 30cyklt -
denaturace 94 °C / 15 s, annealing 62 °C / 45 s, elongace 72 °C / 30 s, zavérecna
elongace 72 °C / 4 min.

3) gen TYRPI (Schmutz et al., 2002): pocatecni denaturace 94 °C / 4 min., 30 cykla
denaturace 94 °C / 50 s, annealing 57 °C / 50 s, elongace 72 °C / 50 s, zavére¢na

elongace 72 °C / 4 min.

Stépeni jednotlivych PCR-produkti piisluinymi restrikénimi endonukledsami probihalo pii
teploté 37 °C po dobu 3 hod. pii nize uvedeném slozeni restrikéni smési:
1) gen GNGTI: 10 ul PCR-produktu, 3,3 ul dest. H,O, 1,5 ul pufru NEB2, 0,2 ul
restri¢ni endonukleasy Xmnl
2) gen MCIR : 5 pul PCR-produktu, 3,6 ul dest. H,O, 1ul pufru Y'/Tango, 0,4 pl
restri¢ni endonukleasy Hin6l
3) gen TYRPI: 5 ul PCR-produktu, 3,7 ul dest. H,O, 1 ul pufru G*, 0,3l restri¢ni
endonukledsy Mnll

Separace stépenych PCR-produktti probihala na agarésovém gelu a jednotlivé alely resp.
genotypy byly odecitany dle nésledujiciho klice:
1) gen GNGT1I: 3 % agarosovy gel, 181 bp dlouhy PCR — produkt je $t€pen na fragmenty
138 bp a 51 bp (alela B) ¢i ziistava nestépen (alela A)
2) gen MCIR : 4,5 % agarosovy gel, 545 bp dlouhy PCR — produkt je $tépen na
fragmenty 313 bp, 194 bp a 38 bp (alela 4) nebo na fragmenty 217 bp, 194 bp, 96 bp a
38 bp (alela B)
3) gen TYRPI: 4 % agarosovy gel, 121 bp dlouhy PCR — produkt je §tépen na fragmenty
73 bp a 48 bp (alela N) ¢i zistava nestépen (alela D)



VYSLEDKY A DISKUSE

Souhrn ziskanych vysledki je uveden v Tab. 1. Gen GNGTI byl ve sledované
populaci zvifat monomorfni pro alelu 4, coz koresponduje s vysledky Wang et al. (1997),
kteti také uvadéji velmi vysoké zastoupeni (0,906) alely 4. Je tedy mozno ptredpokladat, ze i
pii zarazeni vétSiho poctu jedinct do referenéniho souboru zistane frekvence alely B
minimalni.

V genech MCIR a TYRPI byly u sledovanych jedinct zachyceny ob¢ alternujici alely,

i kdyz frekvence vyskytu mutované alely byla v obou uvedenych ptipadech velice nizka
(shodné 0,091).

Tab. 1: Frekvence genotypu a alel genit GNGTI, MCIR a TYRPI u sledovanych plemen psii

Lokus n Frekvence genotypti Frekvence alel

AA AB BB A B
GNGTI 1,0 0 0 1,0 0

AA AB BB A B
MCIR 11 0 0,182 0,818 0,091 + 0,061 0,909 £ 0,061

DD ND NN D N
TYRPI1 0,091 0 0,909 0,091 £ 0,061 0,909 £ 0,061

ZAVER

Prvotni vysledky naznacuji, Ze ani jeden zvybranych jednonukleotidovych
polymorfismi nevykazuje dostatecnou miru variability, aby mohlo byt uvazovano o jeho
vyuziti v panelu SNPs pro individuélni identifikaci jedincti a ovéfovani rodicovstvi u psi.
Uvedeny zavér je vSak nezbytné potvrdit screeningem rozsahlejSi populace zahrnujici vice
jedinci n€kolika plemen.

Vysledky byly ziskany a publikovany s podporou Ministerstva Skolstvi, mladeze
a télovychovy Ceské republiky, projekt FRVS ¢&. 172/2004 a Grantové agentury Ceské
republiky, doktorsky projekt ¢. 523/03/H076.
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