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The utilization of molecular biology methods in farm animals breed-
ing and selection

Summary

On the basis of the literature, the new molecular methods useful in animal
breeding and selection are described.

DNA restriction fragment lenght polymorphism analysis is a tool in the di-
agnosis of some genetic diseases (RYRI in pigs, BLAD and DUMPS in cattle).
Microsatellite DNA polymorphism is useful in parentage control, genetic charac-
teristic of populations, as well as in gene mapping and marker assisted selec-
tion.

Cytogenetic analyses are recently supported by fluorescent in situ hybridiza-
tion (FISH) and primed in situ labelling (PRINS) which make the chromosome
aberration diagnosis more precise.

One of the expanded method is bio-chip construction for genome analyses.
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1. Wstep

W latach siedemdziesiatych ubiegtego wieku wraz z rozwo-
jem genetyki klasycznej rozpoczeto poszukiwania nowych me-
tod badawczych, ktére mogtyby wzbogaci¢ istniejgce metody
analiz genomu zwierzat. Bardzo owocne staly sie metody mole-
kularne, umozliwiajace poznanie genomu poszczeg6lnych gatun-
kéw zwierzat, zjawiska konserwatyzmu genetycznego i bioréz-
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norodnosci, a takze diagnoze zmian aparatu genetycznego i wykrywanie genetycz-
nych aberracji.

Genom - czyli catkowity DNA komarki, obejmujgcy zarbwno geny, jak i odcinki
niekodujgce, zawiera kilkadziesigt tysiecy genow, przy czym sekwencje kodujgce
stanowig okoto 3% catego genomu. Obecnie najwazniejszym celem biologii moleku-
larnej jest poznanie genomow jak najwiekszej liczby zywych organizméw. Umozliwi
to dalszy rozwd0j genetyki, ale takze zrozumienie czynnosci zywych komorek, po-
moze w wyodrebnieniu gendéw odpowiedzialnych za choroby dziedziczne, nato-
miast w hodowli identyfikacje gendw warunkujacych cechy wazne z punktu widze-
nia praktycznego i ekonomicznego, ktére bedzie mozna wykorzysta¢ jako narzedzia
selekcji. Nalezy podkresli¢, ze selekcja, szczegélnie ukierunkowana na pojedyncze
cechy, bez poznania mechanizméw ich genetycznego uwarunkowania moze spowo-
dowac efekty niekorzystne, takie jak wzrost wspotczynnika homozygotycznosci (in-
bredu), czy tez utrate innych cech wplywajacych, np. na zdrowotnos¢ zwierzat, jak
réwniez rozprzestrzenienie sie gendw, na ogét o charakterze recesywnym, powo-
dujacych choroby genetyczne (takie jak BLAD, DUMPS u bydia czy RYR1 u $win).

Dotychczas postep genetyczny u zwierzat gospodarskich uzyskiwany byt droga
selekcji na podstawie fenotypu lub oceny wartosci hodowlanej, prowadzonej w o-
parciu na cechach fenotypowych. Dopiero znaczny postep, jaki dokonat sie w dzie-
dzinie biologii molekularnej, w ostatnich dwoch dziesiecioleciach umozliwit rozpo-
czecie badan na poziomie DNA i wykorzystania ich w hodowli.

Punktem zwrotnym w analizie kwasoéw nukleinowych, byto odkrycie w latach sie-
demdziesiatych enzymow restrykcyjnych, majacych zdolnos¢ rozpoznawania specy-
ficznych dla nich sekwencji nukleotydowych i przecinania ich w obrebie podwdjnej
nici DNA, w skutek czego, po trawieniu genomowego DNA odpowiednig endonukle-
aza, otrzymujemy fragmenty restrykcyjne, ktérych dilugosé zalezy od wystgpienia
mutacji punktowych. Zjawisko to okresla sie terminem polimorfizmu dtugosci frag-
mentow restrykcyjnych (RFLP, restriction fragment length polymorphisms). Fragmenty
restrykcyjne DNA byly pierwszymi, powszechnie stosowanymi markerami moleku-
larnymi (1,2). Charakteryzuja sie one jednak matg heterozygotycznoscia, a zatem
i niewielkim stopniem polimorfizmu, natomiast metoda ich badania jest praco-
i czasochlonna, a skuteczno$¢ nie zawsze jest 100%.

2. Polimorfizm dlugosci fragmentéw restrykcyjnych

Obecnie technika RFLP wraz z tanicuchowg reakcja polimerazy - PCR, opraco-
wang w 1985 r. przez Mullisa i Faloona (3), szeroko wykorzystywana jest w hodowli
zwierzat do identyfikacji genéw ,gtéwnych”, czyli o duzym efekcie fenotypowym
w zakresie cech produkcyjnych, okreslanych réwniez jako locus cech iloSciowych -
QTL (quantitative trait locus). Przykladem moze tu by¢ identyfikacja genu receptora
estrogenu ES u $win, wplywajgcego na wielkos¢ miotu (4,5), genow biatek mleka
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K-kazeiny i p-laktoglobuliny majace znaczenie w produkcji mleka, czy genu hormo-
nu wzrostu GH zwigzanego z wydajnoscig mleczng u bydta (6).

Metoda PCR/RFLP znalazta réwniez zastosowanie w diagnozie choréb genetycz-
nych. Obecnie w praktyce hodowlanej rutynowo wykonuje sie diagnostyke mutaciji:

1. Genu receptora ryanodyny u $wih RYR1 (6,7) odpowiedzialnego za wrazliwo$¢
Swin na stres oraz wplywajacego na jakos¢ miesa. Wykrycie molekularnego podtoza
podatnosci swin na stres (mutacja C~T, zamiana cytozyny na tymine w genie recep-
tora ryanodyny RYRI) i wykorzystanie testu PCR/RFLP do diagnozowania tej mutacji
pozwala na doktadne okrestenie genotypu badanych osobnikdw w odniesieniu do
locus RYRI. Mozliwos¢€ ustalenia genotypdéw RYRI pozwala na dobér zwierzat do ko-
jarzen w taki sposOb, by zapobiegac¢ stratom ponoszonym przez hodowcow trzody
chlewnej, powstajgcym na skutek upadkéw zwierzat wrazliwych na stres oraz uzys-
kiwanie od takich osobnikéw miesa ztej jakosci - PSE (bladego, miekkiego, wodnis-
tego), nie nadajacego sie do przetworstwa.

2. Genu jednej z podjednostek beta-2 integryny u bydta, ktérego mutacja przeja-
wia sie wrodzonym niedoborem leukocytarnych czastek adhezyjnych - BLAD (bovi-
ne leukocyte adhesion deficiency). Efektem tej mutacji jest granulocytopatia, ktérej na-
stepstwem sa utrzymujgce sie infekcje bakteryjne, czesto prowadzace do $mierci
zwierzecia. Powstanie defektu genetycznego BLAD warunkowane jest mutacjg pun-
ktowg A™G w obrebie genu kodujgcego podjednostke CD 18 adhezyjnych czagste-
czek leukocytarnych, odpowiedzialnych za przyleganie leukocytéw do miejsc infek-
cji (8). Mutacja BLAD jest rozprzestrzeniana w populacji przez zwierzeta heterozy-
gotyczne, u ktoérych nie wystepuja objawy zaburzenh ze strony uktadu odpornoscio-
wego. Sktonnos¢ do infekcji spowodowang tym defektem przejawiaja jedynie ho-
mozygoty recesywne. Przy braku ekspresji zmutowanego allelu BLAD u osobnikow
heterozygotycznych oraz braku wystepowania objawow specyficznych dla syndro-
mu BLAD, jedyng skuteczng metodg wykrywania tej mutacji jest metoda PCR/RFLP.
Mutacja ta jest najbardziej rozpowszechniona w populacji bydta rasy hf na Swiecie
i wykazuje silny dodatni zwigzek z wydajnoscig mleczng u kréw tej rasy. Szeroki im-
port bydia rasy hfw ostatnich trzydziestu latach spowodowat, ze mutacja BLAD,
oprécz Kanady i USA, objeta swym zasiegiem takze kraje Europy Zachodniej, istnie-
je zatem konieczno$¢ prowadzenia profilaktycznych badan na nosicielstwo tego
zmutowanego allelu BL.

3. Genu syntazy monofosforanu urydydyny, ktérego mutacja powoduje wrodzo-
ny niedobdr syntazy monofosforanu urydyny - DUMPS (deficiency of uridine mono-
phosphate synthase), objawiajac sie wczesng zamieralnoscig zarodkéw u bydta. Mole-
kularnym podtozem wystgpienia tego schorzenia jest podstawienie nukleotydu ty-
miny przez cytozyne (C->T) w genie syntazy monofosforanu urydyny (UMPS), skut-
kiem tego jest utrata aktywnosci enzymu UMPS, a nastepnie zamieranie zarodkow
bydlecych (u homozygot recesywnych). Mutacja ta jest w zwigzku z tym okreslana
rowniez jako ,gen obumieralnosci zarodkow” (9). Dostrzegajac zagrozenie jakie
niesie ze sobg obecnos¢ genu DUMPS w populacji bydta i moztiwos¢€ jego ekspansji
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droga sztucznej inseminacji, pod koniec lat osiemdziesigtych w Stanach Zjednoczo-
nych i w Europie Zachodniej wprowadzono program testowania bydia na nosiciel-
stwo mutacji DUMPS. Wraz z poznaniem sekwencji genu DUMPS w 1993 r. otwo-
rzyly sie mozliwosci jego identyfikacji metodg PCR/RFLP. Analiza probek DNA tg me-
toda pozwala w precyzyjny i tatwy spos6b odrézni¢ osobniki heterozygotyczne,
bedgce nosicielami tej mutacji od zwierzat nie posiadajgcych zmutowanego allelu
8.

Opracowanie metody PGR umozliwito takze badanie markeréw minisatelitarnych
nalezacych do tandemowych powtérzen sekwencji nukleotydowych DNA.

3. Sekwencje minisatelitarne

Sekwencje minisatelitarne znane réwniez pod nazwg VNTR (variable number of
tandem repeats - zmienna liczba tandemowych powtérzen). Sg to tandemowo po-
wtarzajgce sie elementy, o motywie ztozonym Srednio z 9-80 par zasad, wyste-
pujace przewaznie w terminalnych obszarach chromosoméw (10). Duza zmiennosé
VNTR polega przede wszystkim na roznej liczbie powtdrzer danego motywu w okres-
lonym locus. Analiza kilku minisatelitarnych loci dla danego osobnika, z zastosowa-
niem metody PGR, pozwala uzyska¢ charakterystyczny dla niego elektroforetyczny
obraz prazkéw na zelu - okreslany jako ,genetyczny odcisk palca” (fingerprint).
W praktyce taka analiza wykorzystywana jest do identyfikacji osobnikéw. Prawdo-
podobieristwo wystgpienia tego samego uktadu prazkéw u dwéch niespokrewnio-
nych osobnikéw jest minimalne. W badaniach przeprowadzonych u bydta, przy za-
stosowaniu trzech markeréw minisatelitarnych wykazano, ze prawdopodobienstwo
wystgpienia identycznego uktadu prazkéw wynosi 10" (11). Pomimo bardzo wyso-
kiego polimorfizmu i stosunkowo prostej metody analizy, markery minisatelitarne
nie znalazly szerokiego zastosowania w praktyce, gdyz liczba dotychczas odkrytych
i scharakteryzowanych sekwencji minisatelitarnych jest zbyt mata. Obecnie najbar-
dziej rozpowszechnione sa badania nad polimorfizmem sekwencji mikrosatelitar-
nych DNA.

4. Sekwencje mikrosatelitarne

Sekwencje te sg to krotkie 1-5-nukleotydowe, tandemowe powtdrzenia DNA,
opisano je po raz pierwszy w 1982 r. (12). Sekwencje te wystepuja w genomach eu-
kariotow z dos$¢ duzag czestoscig i rozmieszczone sg rownomiernie co 6-10 kpz
(13,14).

Dotychczas zidentyfikowano ponad 2200 sekwencji mikrosatelitarnych w ge-
nomie bydta (http://locus.jouy.inra.fr/cgi-bin/), okoto 1500 u $win i 650 u koni
(www.theardb.org/). Ze wzgledu na duzg liczebnos$¢, wysoki stopiert polimorfizmu
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oraz stosunkowo fatwg i szybkag identyfikacje przy uzyciu reakcji PCR i laserowych
sekwenatoréw, staly sie one w ostatnim czasie najliczniejsza klasa markeréw gene-
tycznych stosowanych w hodowli zwierzat gospodarskich.

Wysoko polimorficzne sekwencje mikrosatelitarne DNA znalazty szczeg6lne zna-
czenie w kontroli pochodzenia u zwierzat gospodarskich. Wskaznikiem przydatno-
§ci poszczegolnych sekwencji mikrosatelitarnych do kontroli pochodzenia jest praw-
dopodobienstwo wykluczenia ojcostwa (PE). Prawdopodobiehstwo prawidtowego
wykluczenia ojcostwa za pomoca testu molekularnego dziewieciu markeréw mikro-
satelitarnych u koni wynosi 0,99 (15). U bydta, wedlug danych Holma i Bendixena
(16) analiza szesciu sekwencji mikrosatelitarnych daje mozliwo$¢ wykluczenia nie-
wiasciwego rodzica réwng 0,99, a za pomocg jedenastu uktadow grupowych krwi
0,98. Poréwnanie to wskazuje, ze zastosowanie testu molekularnego jest efektyw-
niejsza i dokfadniejsza technika od konwencjonalnego badania grup krwi.

Markery mikrosatelitarne charakteryzujace sie wysokim polimorfizmem oraz réw-
nomiernym rozproszeniem w catym genomie staly sie niezwykle przydatnym na-
rzedziem w mapowaniu QTL. Z poczatkiem lat dziewiecdziesigtych uruchomiono
projekty mapowania genomu $wini (PiGMap), bydta (BoVMap), psa (DoGMap) oraz
owcy i kury, ktérych celem jest wysycenie map genomu zwierzat markerami, tak by
odlegtos¢ miedzy nimi nie przekraczata 20 cM, a nastepnie wykorzystania ich do
zmapowania loci cech ilosciowych (QTL). Analiza segregacji licznych, réwnomiernie
rozmieszczonych w genomie markeréw mikrosatelitarnych oraz zmienno$¢ okreslo-
nej cechy produkcyjnej w rodzinie referencyjnej moze doprowadzi¢ do wskazania re-
gionu chromosomowego, w ktérym prawdopodobnie wystepuje locus genu gtéwne-
go. Poprzez analize takg oznaczono u $win szereg loci, zlokalizowanych na r6znych
chromosomach, ktére wykazujg istotne zaleznosci z tempem wzrostu, z jakoscig tu-
szy i miesa, czy z cechami zwigzanymi z rozrodem. U bydta wykazano takie zaleznos-
ci z wydajnoscig mleka, biatka oraz ze wzrostem i jakoscig tuszy. Podobne badania
przeprowadzane sg w celu stwierdzenia asocjacji miedzy markerami mikrosatelitarny-
mi a genami warunkujacymi odporno$¢ na réznego rodzaju choroby, ktére sg przy-
czyng powaznych strat ekonomicznych w hodowli zwierzat. Przykladem moze tu by¢
wykrycie zaleznosci miedzy markerami 513, BM1443 i BM302 a mastitis u bydfa (17).

Ostatnio do poszukiwan QTL z powodzeniem zastosowano metode selective DNA
pooling, umozliwiajaca wytypowanie w obrebie genomu loci cech ilosciowych przy-
datnych dla celdéw selekcyjnych (18). jest to metoda detekcji sprzezonych z QTL
markeréw mikrosatelitarnych na podstawie densytometrycznego pomiaru frekwen-
cji alleli, przeprowadzonego w zhiorczych prébkach DNA osobnikéw o skrajnych
wartosciach analizowanej cechy. Metoda selective DNA pooling pozwala na okreslenie
czestosci alleli bedacych markerami w obrebie alternatywnych grup, wyzszych i niz-
szych wartosci rozktadu fenotypowego cech ilosciowych i na redukcje do jednej
trzeciej liczby testowanych osobnikéw poprzez zastosowanie tacznych préb DNA.
Metoda ta moze zatem zmniejszy¢ koszty badan, a przez to przyspieszy¢ prace nad
identyfikacjg sprzezen.

88 PRACE PRZEGLADOWE



Zastosowanie metod molekularnych i cytogenetycznych w hodowli i selekcji zwierzat

Rozwijajace sie dynamicznie badania nad mapowaniem gendw oraz analizg aso-
cjacji miedzy zmapowanymi markerami a cechami iloSciowymi umozliwig identyfi-
kacje gendw istotnych z hodowlanego punktu widzenia. Markery te moga by¢ wyko-
rzystywane do selekcji posredniej MAS {Marker Assisted Selection), w ktérej kryterium
wyboru zwierzecia jest jego genotyp w locus markera genetycznego wykazujgcego
asocjacje z doskonalong cechg uzytkowa. Przyktadem tu moze by¢ gen FecB, wpty-
wajacy na ptennosc¢ owiec rasy Booroola. Locus tego genu sprzezony jest z markera-
mi mikrosatelitarnymi BM1329 i OarAEIOIl, zlokalizowanymi na chromosomie 6.
Ustalenie genotypu w tych loci pozwala na przewidywanie genotypu w locus FecB.
Innym przyktadem moze by¢ ujawnienie ponad stu powigzan markeréw DNA z ce-
chami uzytkowosci mlecznej bydta (19). Selekcja taka jest znacznie bardziej inten-
sywna i doktadna w poréwnaniu z selekcjg tradycyjng, a postep genetyczny moze
by¢ uzyskiwany w krotszym czasie.

Poznanie budowy DNA oraz rozw6j metod analizy molekularnej genomu zwie-
rzat doprowadzity do skonstruowania w 1993 r. przez Fodora i in. (29) tzw. biochi-
pow. Na biochipach znajdujg sie krotkie, zwykle 5-25-nukleotydowe, zsyntetyzowa-
ne odcinki jednoniciowego DNA. Dziatanie chipow polega na hybrydyzacji doktad-
nie znanych sekwencji nukleotydowych umieszczonych na tzw. ,ptytkach DNA” z se-
kwencjami w badanych prébkach. Do chwili obecnej opracowano cztery rodzaje
biochipow:

1) oligonukleotydowe - sktadajgce sie z co najmniej kilku nukleotydéw - wy-
korzystywane w identyfikacji mutacji genowych,

2) cDNA, znakowane barwnikami fluorescencyjnymi - skladajgce sie srednio
z 5-25 pz - bedace markerami konkretnych gendéw,

3) biatkowe mikroptytki - skladajgce sie z bialek oraz przeciwciat - wykorzy-
stywane w badaniach interreakcji biatko-biatko, a takze zaleznosci pomiedzy biatkami
a odpowiedzialnymi za ich synteze genami,

4) tkankowe - skfadajace sie z kilkuset fragmentoéw réznych tkanek - wyko-
rzystywane do wykrywania nowych i weryfikacji juz odkrytych gendéw, a takze znaj-
dujgce zastosowanie w diagnostyce klinicznej, przewaznie do identyfikacji choréb
nowotworowych.

Po catkowitym sekwencjonowaniu genoméw i dokladnym poznaniu funkcji po-
szczegoblnych gendw, wykorzystanie biochipéw bedzie miato duze znaczenie w przy-
sztej hodowli zwierzgt. Stanie sie¢ bowiem przydatnym narzedziem w selekgciji,
z uwagi na mozliwos¢ wyboru do dalszej hodowli takich osobnikéw, ktérych zestaw
gendw bedzie gwarantowa¢ uzyskanie pogtowia zwierzat wykazujacych cechy po-
zadane, z punktu widzenia ekonomicznego.

Badania cytogenetyczne u zwierzagt gospodarskich, rozwijajace sie bardzo inten-
sywnie od drugiej potowy ubiegtego wieku dos¢ szybko zostaly zaakceptowane jako
narzedzie selekcji w praktyce hodowlanej. Stwierdzono bowiem, ze liczne aberracje
chromosomowe powodujg na og6t niekorzystne skutki, gtéwnie w postaci obnize-
nia ptodnosci (20,21). Stad w wielu krajach wprowadzono obowigzkowe badania
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prawidtowosci kariotypu, najczesciej osobnikdow meskich przeznaczonych do rozro-
du, ze wzgledu na mozliwos¢ szybkiego rozprzestrzeniania sie aberracji w duzej po-
pulacji, szczeg6lnie w warunkach powszechnego stosowania sztucznej inseminacji
22).

Badania chromosomow w preparatach uzyskanych z gonad meskich wspomagajg
diagnoze réznego rodzaju nieprawidtowosci kariotypu poprzez obserwacje prze-
biegu poszczegoélnych etapéw podziatu mejotycznego u zwierzat - nosicieli tych
aberracji. Przyczyng obnizenia ptodnosci u osobnikdw obarczonych zmianami chro-
mosomowymi sg zaburzenia przebiegu gametogenezy, co z kolei ma wplyw na przed-
implantacyjng $miertelnos¢ zarodkéw o niezréwnowazonym kariotypie (23).

Nieprawidtowy przebieg koniugacji chromosoméw u nosicieli strukturalnych abe-
rracji powoduje w niektorych komérkach asocjacje zmienionych struktur autoso-
malnych z biwalentem pitciowym X-Y (24). Prowadzi¢ to moze nawet do catkowitego
zahamowania procesu gametogenezy. Nalezy podkresli¢ jednak, ze asocjacje za-
chodzg tylko w niewielkim procencie komdrek. Znacznie czesSciej chromosomy,
tworzace zmienione struktury takie jak tri- lub tetrawalenty ulegajg nieprawidtowe-
mu rozdziatowi w wyniku czego powstajg aneuploidalne gamety. Po potgczeniu ta-
kiej wadtiwej gamety, charakteryzujacej sie brakiem lub nadmiarem materiatu gene-
tycznego, z prawidtowg komadrka rozrodczg, powstaje zygota o niezrobwnowazonym
kariotypie. Rozwijajacy sie z niej zarodek zamiera we wczesnym stadium rozwoju
embrionalnego, co znajduje odzwierciedlenie w obnizeniu wskaznikoéw ptodnosci
u nosicieli aberracji chromosomowych. Tak na przyktad u bydta wyraza sie obnize-
niem wskaznika niepowtarzalnosci rui, natomiast u $wirn zmniejszeniem liczby pro-
sigt w miotach.

5. Technika hybrydyzacji in situ

w ostatnich latach wsréd cytogenetykdéw duze zainteresowanie wzbudza techni-
ka hybrydyzaciji in situ. Ta cytochemiczna metoda polega na hybrydyzacji specyficz-
nych sekwencji DNA lub RNA znakowanych radioaktywnie lub fluorescencyjnie,
z komplementarnymi odcinkami chromosoméw utrwalonych na szkietku mikrosko-
powym (25,26).

6. Technika PRINS {Primed in situ labelling)

Jest to nowoczesna technika molekularna tgczaca w sobie elementy polimerazo-
wej reakcji tancuchowej (PCR), powielajacej okreslone odcinki DNA oraz hybrydyza-
cje in situ.
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7. Technika fluorescencyjna (FISH)

Technika ta moze by¢ wykorzystana u zwierzat gospodarskich w identyfikacji za-
rowno niewielkich mutacji strukturalnych, polimorfizmu regionéw chromosomo-
wych, konserwatyzmu genetycznego, mapowaniu genow, jak i w identyfikacji po-
szczegoblnych chromosoméw autosomalnych oraz heterosoméw X i Y zar6éwno
w komorkach somatycznych, jak i rozrodczych (27). W 1996 r. Speicher i in. (28)
opracowali metode réwnoczesnego barwienia (malowania) wszystkich chromoso-
mow w analizowanej komérce (multi-colour M-FISH), ktéra znajduje coraz szersze
zastosowanie w diagnostyce klinicznej.

Praca czesciowo finansowana ze srodkéw KBN - projekt badawczy nr PBZ-KBN 036/P06/2000/16.
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