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ABSTRACT

Molecular genetics is exploited in different spheres of breeding and genetic improvement. The
aim of this work was the installation and verification of laboratory methods for single
nucleotide polymorphisms (SNPs) detection in dogs. Molecular genetic variability was studied
in three SNPs: G — T substitution in the beta A3/A1 crystallin gene (CRYB), Mspl polymorphic
site in the von Willebrand factor gene (VWF) and Tagl polymorphism in the KITLG gene. There
were included Caniche, Dachshund, English Cocker Spaniel and Deutscher Schéferhundaim
breeds in the sample population. There were ascertained both potential alleles in all investigated
loci with the exception of the KITLG gene in Deutscher Schiaferhundaim breed.

Key words: dog, SNPs, the CRYB gene, the VWF gene, the KITLG gene

ABSTRAKT

Metody molekularni genetiky jsou stale Castéji vyuzivany v rGznych oblastech chovu a
Slechténi zvirat. Cilem prace bylo zavést a optimalizovat metodiku detekce vybranych
jednonukleotidovych polymorfismti (SNPs) DNA u psii. Za timto ucelem byly vybrany SNPs
ve tfech genech: genu beta A3/Al crystallinu (CRYB), genu von Willebrandova faktoru (VWF)
a genu KIT ligand (KITLG). Detekce variability téchto lokust byla provadéna v referenénim
souboru zvitat plemen anglicky kokrSpanél, pudl, némecky ovcak a jezevcik. U vSech plemen
byly ve sledovanych polymorfnich mistech zachyceny obé¢ alternujici alely s vyjimkou genu
KITLG, ktery byl u némeckych ov¢aki monomorfni pro alelu 4.
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UvVOoD

Bouflivy rozvoj metod molekularni genetiky se sebou pfines] moznost aplikovat nové
pristupy, které byly diive doménou pouze vyzkumné a védecké oblasti, i v chovatelské a
Slechtitelské praci.

V soucasnosti je polymorfismus DNA v chovatelské praxi vyuzivan pfi stanoveni tzv.

genetického typu na zaklad¢é variability mikrosatelitnich sekvenci. Mikrosatelity (MS) jsou



repetitivni sekvence nadhodné rozmisténé v genomu, tvofené 2-4 nukleotidy opakovanymi
mnohokrat za sebou. Pro svou vysokou variabilitu jsou vhodné ke studiu diverzity populaci,
ovefovani rodi¢ovstvi apod..

Do budoucna je piedpovidano rozsahlé vyuzivani jednonukleotidovych mutaci DNA tzv.
SNPs (Single Nucleotide Polymorphism). Jednd se o polymorfni mista vznikla zaménou ¢i
absenci jednotlivych nukleotidii v fetézci. Vyskytuji se jak v kddujicich tak nekodujicich
oblastech DNA. Mnoho SNPs je identifikovano jako kausalni pro vznik dédi¢nych onemocnéni
(napf. progresivni retindlni atrofie, narkolepsie), coz vytvari pfimou moznost jejich aplikace ve
Slechténi. Predpoklada se také, Ze jednonukleotidové mutace postupné nahradi mikrosatelity pii
jedinecné identifikaci jedincti a ovéfovani rodicovstvi zvitat.

Cilem prace bylo zavést a optimalizovat metodiku detekce vybranych jednonukleotidovych
mutaci DNA u psti a ovéfit jeji spolehlivost na referencni populaci zvifat. Za timto c¢elem byl
zvoleny:

1) gen beta A3/A1 crystallinu (CRYB) —na 9. chromosomu, mutace jejiz podstatou je

G — T substituce 218. nukleotidu v sekvenci intronu neni detekovatelnd znamymi
endonukleasami, a proto byl designovan primer se zamérnou zaménou nukleotidu, ktery
vytvaii v PCR-produktu restrikéni misto pro restrikéni enzym Ncol.

2) gen von Willebrandova faktoru (VWF) — mapovan na chromosom CFA16, mutace

detekovatelna restrikénim enzymem Mspl

3) gen KIT ligand (KITLG) — na 15. chromosomu, stanoveni pfitomnosti polymorfnich

variant probiha na zaklad¢ stépeni endonukleasou Tagl

METODIKA
Do zkoumaného souboru byli zafazeni jedinci plemen anglicky kokrSpanél, pudl, némecky
ovc¢ak a jezeveik. Genomicka DNA byla izolovana ze vzorkli odebrané krve pomoci QIAamp®
DNA Mini Kit (fy QITAGEN GmbH, Némecko).
Amplifikace vybranych fragmenti DNA byla provedena polymerdzovou fetézovou reakci
PCR pomoci nasledujicich primera:
1) gen CRYB (Shibuya et al., 1995):
F 5'GTTTCCCCCTCTTAAATATTTCTCCATG- 3’
R 5"- TGAGATGGAGCTCCGCACTCAGTGGG- 3’
2) Mspl polymorfismus genu VWF (Venta et al., 1999)
F 5’- TCTTGTCCCCCGCACTGGA- 3’
R 5- TTGTGGTGCAGCCACAGTC- 3’
3) gen KITLG (Schmutz et al., 2003)
F 5'-GCCTCAAATTCCATTGAAGATTCC-3'
R 5S-TTATTTCATTATCCTCTTCATTAATCTG-3'



PCR probihala na teplotnim cykleru PTC-100"™ (fy MJ Research. Inc.). V piipadé geni
CRYB a VWF celkovy reakéni objem 25 pl tvotilo 5 — 10 ul lyzatu DNA (dle koncentrace), 6,9
pl dest. H,O, 2,5 ul 10 x PCR Buffer (bez MgCl,), 2 ul dNTP (10 mM), po 0,5 ul vsech
primert (10 pmol/ul), 0,13 pl Tag DNA Polymerase recombinant (5 U/ul) a 1,5 ul MgCl, (25
mM). Amplifikace fargmentu genu K/7LG byla provadéna v celkovém reakénim objemu 15 pl:
1-5 ul lyzatu DNA (dle koncentrace), 4,9 ul dest. H,O, 1,5 ul 10 x PCR Buffer (bez MgCl,), 0,3
ul dNTP (10 mM), po 1 ul obou primeri (10 pmol/ul), 0,1 pul Tag DNA Polymerase
recombinant (5 U/ul) a 1,2 pl MgCl, (25 mM). Pokud bylo do reakce pfidano méné nez 10 resp.
5 ul lyzatu DNA, byl doplnén stanoveny objem piislusnym mnozstvim destilované vody.

Kvalita a koncentrace PCR — produktti byla kontrolovana na 1,5 % agarosovém gelu po
obarveni ethidiumbromidem a visualizaci UV-svétlem.

Teplotni profil jednotlivych PCR reakci je nasledujici:

gen CRYB (Shibuya et al, 1995): pocatecni denaturace 94 °C / 3 min., 34 cykld -
denaturace 94 °C / 1 min., annealing 47 °C / 90 s, elongace 70 °C / 1 min., zavérecna elongace
70 °C /7 min.

Mspl polymorfismus genu VWF (Venta et al., 1999): pocatecni denaturace 94 °C / 3 min.,

50 cyklu -denaturace 94 °C / 30 s, , annealing 62 °C / 1 min., elongace 72 °C / 1 min. ,
zéaverecna elongace 72 °C / 7 min.

gen KITLG (Venta et al., 1999): pocatecni denaturace 94 °C / 4 min., 30 cykla - denaturace
94 °C/ 50 s, , annealing 53 °C /50 s, elongace 72 °C / 50 s , zaverecna elongace 72 °C / 4 min.

Stépeni amplifikovanych tisekti genti CRYB a VWF je provadéno piidanim 5 pl master-
mixu k 20 pl pfislusného PCR-produktu. Master-mix pro disekci CRYB a VWF obsahuje 2,6 ul
dest. vody, 2 pl pufru (dle restrikéniho enzymu) a 0,4 pl endonukledsy —Mspl (gen VWF) ¢i
Ncol (gen CRYB). Vzorky jsou inkubovany v termostatu pii 37 °C po dobu 3 hod..

Pro restrikci genu KITLG je k 10 pl PCR-produktu ptfidavan master-mix nasledujiciho
slozeni — 3,1 ul dest. vody, 1,5 ul pufru a 0,4 ul endonukleasy — Tagl. Inkubace probiha 3 hod.
pii teploté 65 °C.

Odecitani genotypt v jednotlivych polymorfnich mistech je provadéno po separaci
Stépenych PCR-produktii na agarosovém gelu dle nasledujiciho klice:

1) gen CRYB — 4,5 % agarosovy gel, 165 bp dlouhy PCR — produkt je Stépen na
fragmenty 141 bp a 24 bp (alela G) ¢i ztistdva nestépen (alela 7)
2) gen VWF — 4,5 % agarosovy gel, 147 bp dlouhy PCR — produkt je Stépen na
fragmenty 124 bp a 23 bp (alela B) ¢i zlistava nestépen (alela A4)
3) gen KITLG — 3,5 % agarosovy gel, 788 bp dlouhy PCR — produkt je stabiln¢ $tépen
na dva fragmenty o délce 247 bp a 541 bp, delsi z fragmentti obsahuje polymortni



restrikéni misto tzn. je pfipadé pritomnosti mutace §tépen na fragmenty 473 bp a 68 bp

(alela 4), nestépena alela je oznaCovana jako G

VYSLEDKY A DISKUSE

Ve sledovaném souboru zvifat byly zachyceny ob¢ alely genu beta A3/A1 crystallinu, ale
vyskyt vSech genotypli byl zjis§tén pouze u plemene anglicky kokrSpanél (viz. Tab. 1). U
plemen angl. kokrSpanél a jezevCik byla vyssi frekvence alely G, u pudlii byla ¢etnost opacna.

Zastoupeni vSech genotyptl genu VWF bylo odhaleno opét u plemene anglicky kokrSpané¢l,
ale téz u pudli (viz. Tab. 2). U némeckych ov¢akl byla detekovana velmi vysoka Cetnost alely
P, u zbyvajicich plemen byly frekvence obou alel pomérné vyrovnané.

Nejvyssi meziplemenna variabilita v rozloZeni Cetnosti genotypi a alel byla zjisténa v genu
KITLG. Ani u jednoho ze sledovanych plemen nebyli zachyceni jedinci vSech tfi moznych
genotypl, pfi¢emz jedinci plemene némecky ovcak byli dokonce monomorfni pro alelu. 4 (viz.

Tab. 3). U ostatnich plemen byla naopak detekovana mnohem vyssi Cetnost alely G.

Tab. 1: Frekvence genotypt a alel genu beta A3/A1 crystallinu (CRYB) u sledovanych plemen
st

Frekvence genotypt Frekvence alel
Plemena n T TG GG T G
Angl. kokr$panél 4 0,25 0,25 0,5 0,375+0,171 0,625 +0,171
Pudl 5 0,4 0,6 0 0,7 0,145 0,3 +0,145
Némecky ovéak 7 0,143 0,857 0 0,571 +0,132 0,429 £ 0,132
Jezeveik 6 0 0,5 0,5 0,25+0,125 0,75+0,125
z 22 0,182 0,591 0,227 0,477 0,075 0,523 +0,075

Tab. 2: Frekvence genotypd a alel genu von Willebrandova faktoru (VWF) u sledovanych
lemen pst

Frekvence genotypt Frekvence alel
Plemena n AA AP PP A P
Angl. kokr$panél 4 0,25 0,5 0,25 0,5+0,177 0,5+0,177
Pudl 5 0,4 0,4 0,2 0,6 0,155 0,4 +0,155
Némecky ovéak 7 0 0,143 0,857 0,072 + 0,069 0,928 = 0,069
Jezeveik 6 0 0,833 0,167 0,417 + 0,142 0,583 +0,142
z 22 0,136 0,455 0,409 0,364 + 0,073 0,636 = 0,073




Tab. 3: Frekvence genotypu a alel genu KIT ligand (K/TLG) u sledovanych plemen psii

Frekvence genotypt Frekvence alel

Plemena n AA AG GG A G
Angl. kokrSpanél 4 0 0,5 0,5 0,25+0,153 0,75+0,153
Pudl 5 0 0,4 0,6 0,2+0,126 0,8 +0,126

Némecky oveak 7 1 0 0 1 0
Jezev¢ik 6 0 0,5 0,5 0,25+0,125 0,75+0,125
b 22 0,318 0,318 0,364 0,477 + 0,175 0,523 £ 0,075

ZAVER

Zavedena a optimalizovana metodika umoziuje dalsi feSeni disertacni prace s cilem vybrat
jednonukleotidivé mutace DNA u pstt a ovéfit moznost jejich vyuziti v chovatelské a
Slechtitelské praci.

Prdce je podporovina Ministerstvem Skolstvi, mlideze a télovychovy Ceské republiky,

projekt ¢. FRVS 1208/2003.
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