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Wykrycie komponentow pochodzqcych od sarny (Capra hircus) przysparza wielu prob-
lemow. Niejednokrotnie istniejgce metody sq niewystarczajgce do identyfikacji DNA sar-
niego w kazdym rodzaju tkanki. Niekompletnie zsekwencjonowany mtDNA tego gatunku
dodatkowo komplikuje analizy utrudniajgc opracowanie nowych metod. Przedmiotem
niniejszej pracy byla identyfikacja sekwencji genu kodujqcego dehydrogenaze NADH 1
u Capra hircus. Otrzymany w reakcji sekwencjonowania produkt miat wielkos¢ 650 pz.
Sekwencje umieszczono w migdzynarodowej bazie NCBI (GU199335).

Analiza mitochondrialnego DNA (mtDNA) jest rutynowa metoda stosowang
w badaniach nad przynalezno$cig gatunkowa zwierzat domowych i dzikich. Meto-
da ta jest przydatna w przypadku ktusownictwa, wypadkoéw drogowych z udziatem
zwierzat, nielegalnego handlu produktami pochodzacymi od zwierzat zagrozonych
wyginieciem czy uzyskiwania nielegalnych produktow spozywczych. Badania mozna
wykona¢ ze §ladow o duzym stopniu degradacji spowodowanej obrobka termiczna,
warunkami atmosferycznymi lub z natury zawierajacych mate ilosci jadrowego DNA.
Do badan tych wykorzystuje si¢ sekwencje nukleotydowe poszczegdlnych gatunkoéw
umieszczone w miedzynarodowej bazie NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Istnie-
ja jednak gatunki, ktorych catkowite mtDNA nie zostato dotychczas zsekwencjono-
wane. Przyktadem moze by¢ sarna, ktdrej tkanki czgsto sg przedmiotem ekspertyz.
Z tego wzgledu podjeto probe zsekwencjonowania genu kodujacego dehydrogenaze
NADH 1. W prezentowanej pracy przedstawiono wynik tego sekwencjonowania.

Material i metody

Materiatlem badawczym byty probki krwi sarny pochodzace od dwoch osobnikow
(s2, s30) oraz probka krwi kozy (k). Z prébek tych izolowano DNA zestawem Wizard
(Promega). W badaniach wykorzystano sekwencje nalezaca do kozy (Capra hircus
—NC_005044) analogiczng do poszukiwanej sarniej. Interesujacy dla badan fragment
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zawarty byt miedzy 2741 a 3697 parg zasad. Do fragmentu tego zaprojektowano przy
zastosowaniu Primer3 (Rozen i Skaletsky, 1998) startery ograniczajace region 180-
>873 ND1 Capra hircus:

F:5’- CTTACGACCTGCACATCCT-3

R: 5’- AGTTGGTCGTAACGGAATCG-3

Starterow tych uzyto do amplifikacji wczesniej wyizolowanego DNA sarniego
(s2, s30), a kontrolg pozytywna reakcji PCR bylo kozie DNA (k).

Optymalny sktad mieszaniny reakcyjnej byl nastepujacy: 1 x Bufor; dNTPmix
— 1mM; polimeraza AmpliTaq Gold — 1,25 U; MgCl, — 1,8 mM, primer mix —
0,8 pmol/ul, DNA — 1,5/ul. Catkowita obj¢to$¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita
25 pl. Amplifikacje przeprowadzono przy zastosowaniu programu termicznego
o profilu: 95°C — 3 minut, 30 x (94°C — 1 min., 54°C — 1 min., 72°C — 1 min.) 72°C —
15 minut.

Produkty amplifikacji oczyszczono enzymem Exo Sap (37°C — 15 min, 80°C —

5 min, 4°C — o, a nastgpnie sekwencjonowano przy uzyciu chemii BigDye Ter-

minator 1.1 (Applied Biosystems) oraz starteréw uzytych do reakcji PCR. Produkty
sekwencjonowania rozdzielono w 4% zelu poliakrylamidowym, a odczytu sekwencji
dokonano na automatycznym sekwenatorze (Applied Biosystems).

Wyniki

Zastosowane startery umozliwiajace powielenie fragmentu genu kodujacego de-
hydrogenaze NADH 1 u kozy Capra hircus pozwolity na otrzymanie produktu reakcji
PCR dla sarniego DNA (Fot.1). Otrzymany produkt amplifikacji sekwencjonowano,
a odczytang sekwencj¢ poréwnano do sekwencji Capra hircus przy zastosowaniu
BLASTu (Altschul i in., 1997).

Fot.1. Wynik reakcji PCR. W kolejnych studzienkach znajduje si¢ produkt reakcji PCR,
w ktorej matryca bylo DNA wyizolowane z probek krwi sarny (s2), sarny (s30) i kozy (k).
KN oznacza kontrolg negatywna reakcji PCR. M — marker wielkosci (25pz)
Fig. 1. Result of PCR. Lanes contain a PCR product, in which the matrix was DNA isolated from
blood samples of roe deer (s2), roe deer (s30) and goat (k). KN designates negative control of the PCR
reaction. M — size marker (25bp)
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Dopasowanie otrzymanej sekwencji z sekwencjg zrodtowa z GenBanku przed-
stawia ponizszy diagram, gdzie ,,ch” oznacza sekwencje 2741-> 3696 Capra hircus
(NC_005044), a ,,cc” otrzymang sekwencje.

ch 195 ATCCTCAATCTCAATATTTATTCTAGCCCCCATTTTAGCTCTGACCCTAGCCTTAACCAT

RN R R R A R R R AR O R O R A R O AR
cc 1 ATCCTCAATCTCAATATTTATTCTAGCCCCCATTTTAGCCCTAAGCTTAGCCCTAACCAT

ch 255 ATGAATTCCCCTACCCATACCCTACCCCCTCATTAACATAAATTTAGGAGTCCTCTTCAT

RN R e e e R R R R R A R R A A R R R B R
cc 61 ATGAATTCCCCTACCCATACCATATCCTCTTATTAATATAAATTTAGGGGTCCTATTTAT

ch 315 ATTAGCTATATCARGCTTAGCCGTATACTCAATTCTCTGATCAGGCTGAGCTTCCAACTC

R R N R e R A A R R AR R R AR R RO R A RN Y
cc 121 ACTAGCAATATCAAGCCTAGCTGTATATTCCATCCTCTGATCAGGCTGGGCTTCTAACTC

ch 375 AARATATGC-TCTCATTGGAGC-CTTACGAGCAGTAGCACAARCAATTTCATATGAAGTA

N e R A R A R R R O R R R AR R O AR
cc 181 TARATACGCAT-TAATTGGAGCTCT-ACGAGCAGTAGCTCAAACRATTTCATACGAAGTA

ch 433 ACACTAGCARTTATCCTACTGTCAAT-CTTACTAATARACGGATCCTITTCGC-CTCTCTA

I R O e e R R R R AR
cc 239 ACCCTAGCAATTATTTTACTATCCGITCTC-CTAATARATGGATCCTT-CACACTCTCTA

ch 491 CACTAATTATTACACAGGAACAAGTATGACTAATCTTCCCAGCATGACCTCTAGCAATAA

R AR R R NN R R R N N AR R R R RN AN
cc 297 CCCTRATTATTACGCAAGRACAAGTATGATTAATCTTTCCAGCATGACCTTTAGCTATAA

ch 551 TGTIGATTCATCTCAACACTAGCAGARACAAACCGAGCACCATTTGACCTGACCGAAGGAG

RN R R R R R A A R R O O AR R RO A RN
cc 357 TATGATTCATTTCAACATTAGCAGARACAAATCGAGCCCCTTTTGACCTTACCGAAGGLG

ch 611 AATCCGAACTAGTATCAGGCTTCAACGTAGAATATGCCGGC-GGACCATTTGCCCTATTT

AR RN NN R R e A R AR R R R RN A RN
cc 417 AATCAGAACTAGTCTCAGGCTTCAACGTAGAGTATGCAG-CAGGACCATTCGCCCTATTT

ch 670 TTCATAGCAGARTATGCTTATATTATTATAATAAATATCTTCACAACARCTCTC-TTCCT

RN R e R R R A AR R R A R R R R RO A R R
cc 476 TTCATAGCAGARTATGCARACATTATTATAATAAATATTTITTACAACAA-TCTTATTCCT

ch 729 AGGAGCATTTCACAGCCCCTATATA-CCAGAACTCTACACAATTAACTTTATTATCAAAT

AR N RN e e N R AR R R R R N AR R R R N AN
cc 535 AGGAGCATTTCRCRACCCA-ATTTTGCCAGAACTCTATACAATTAACTTCACTATTARAT

ch 788 CACTCCTACTTACRATCACTTTCCTATGAATCCGAGCATCCTACCCCCGATTCCGT

R N R R R AR R R AR RO AR AR AR
cc 594 CACTCCTACTAACAATTTCTTTCCTATGGATCCGAGCATCATACCCTCGATTCCGT
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Produkt sekwencjonowania jest w 86% homologiczny z sekwenja Capra hircus
(NC _005044).

Otrzymang sekwencje¢ umieszczono w migdzynarodowej bazie NCBI
(GU199335).

Omowienie wynikow

Analiza mtDNA jest uzytecznym narzedziem identyfikacji gatunkowej zwierzat
hodowlanych i dzikich. Wigkszo$¢ opracowanych metod identyfikacji gatunkowej
dotyczy zwierzat hodowlanych (Bottero et al., 2003; Lahiff et al., 2001), natomiast
wykrywanie materiatu pochodzacego od zwierzat dzikich rzadziej jest przedmiotem
badan. Wyro6zniajacy si¢ wktad do badan nad metodami wykrywania komponentow
pochodzacych od zwierzat wolnozyjacych nalezy do Fajardo, ktdry proponuje iden-
tyfikacj¢ fragmentu 12SrRNA o wielkos$ci okoto 712 pz dla jeleni, danieli, saren,
bydta owiec i koz (Fajardo i in., 2007). Otrzymany produkt PCR nastepnie rdéznicu-
je gatunkowo przy zastosowaniu trzech enzymdw restrykcyjnych. Metoda ta jednak
niesie ze sobg pewne ograniczenia spowodowane trudniejszg 1 nie zawsze mozliwa
identyfikacja materiatu pochodzacego od sarny. Ponadto mtDNA tego gatunku nie
zostato réwniez catkowicie zsekwencjonowane co dodatkowo utrudnia identyfikacje
komponentéw pochodzacych od niego.

Opisywana w niniejszej pracy sekwencja o dlugosci 650 pz i numerze akcesyjnym
GU199335 w migdzynarodowej bazie NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) znajduje
si¢ w locus genu kodujacego dehydrogenaze 1 (ang. NADH dehydrogenase subunit
1), ktorej produktem jest biatko o numerze identyfikacyjnym ACZ82358.1

W zidentyfikowanej sekwencji nukleotydowej wystepuje jedynie kodon start (za-
czynajacy si¢ w pozycji 2 nukleotydu w sekwencji GU199335), natomiast nie wyste-
puje kodon stop.

Wykryta sekwencja ma znaczenie zarowno poznawcze jak rowniez moze si¢ przy-
czyni¢ do opracowania lepszych metod identyfikacji mtDNA sarny.
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MALGORZATA NATONEK-WISNIEWSKA, EWA SEOTA
Sequencing the gene coding for NADH 1 dehydrogenase in roe deer
SUMMARY

Identification of components from roe deer (Capra hircus) causes many problems. The existing meth-
ods are often inadequate to identify roe deer DNA in all tissue types. The fact that mtDNA of this species
is not completely sequenced makes the analyses even more complicated by hindering the development of
new methods. The aim of this study was to sequence the gene encoding NADH 1 dehydrogenase in Capra
hircus. The product obtained from sequencing reaction was 650 bp in length. The sequences were submit-
ted to NCBI database (GU199335).
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