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W przypadku gatunkéw i ras zagrozonych wyginieciem szcze-
golnie wazne jest poznanie ich ré6znorodnos$ci genetycznej na
poziomie genomu. Pod pojeciem zmienno$ci genetycznej nale-
zy rozumie¢ naturalne réznice sekwencji DNA wystepujace w
organizmie jednego gatunku. Roéznice te moga by¢ przyczyng
zmiany budowy biatek, a takze czasu i miejsca ich wytwarzania,
co wywotuje zmiany w fenotypie. Zmienno$¢ genetyczna okre-
$lana jest przy uzyciu markeréw genetycznych, do ktérych nale-
zg m.in. sekwencje mikrosatelitarne. Nazwa ,mikrosatelity” za-
proponowana zostata w 1989 roku przez Litt i Luty [16], cho¢
funkcjonujg réwniez inne nazwy: STR (ang. Short Tandem Re-
peats), SSLP (ang. Simple Sequence Lenght Polymorphism),
STRP (ang. Short Tandem Repeat Polymorphism). Jest to naj-
powszechniejsza grupa wsrdd markerow nalezacych do Il klasy,
ktéra wykazuje polimorfizm w ponad 90%. Sekwencje te wyste-
puja w genomach wszystkich Eucariota. Charakteryzuja sie mo-
tywem podstawowym ztozonym z kilku nukleotydéw (1-6), po-
wtarzajgcym sie od 10 do 50 razy. Ich dtugos¢ wynosi od 60 do
300 par zasad [7]. Wystepujg gtownie w rejonach niekodujacych
gendw, ale mozna je takze zidentyfikowa¢ w sekwencjach flan-
kujacych czy tez rzadziej w sekwencjach kodujgcych. Cechujg
sie rownomiernym rozproszeniem, co 6 do 10 tysiecy pz [15].

Istnieje przekonanie wysunigte przez Ellegren [7], ze mikro-
satelity cechuje ,cykl zyciowy” podobny do zycia organizmu,
tzn. pojawiajg sie, rosng, a nastepnie zamierajg. Najczesciej
identyfikowane markery mikrosatelitarne sg sekwencjami dwu-
nukleotydowymi [(GT)/CA)] . Jednostki powtérzone mogg skta-
dac sie z tego samego rodzaju powtorzen, sa to tak zwane po-
wtorzenia proste. Mogg mie¢ rowniez uktad ztozony, tzn. moty-
wy podstawowe sg przedzielone inng sekwencja, np. (GT) CA-
(GT), lub tez sekwencja, ktora ,dzieli” otoczona jest réznymi
motywami podstawowymi, np. (AT) CA(GT),. Wysoki polimor-
fizm STR polega na zmiennej liczbie motywoéw powtarzajgcych
sie w danym locus, ale moze by¢ takze skutkiem tzw. ,$lizgania
sie” polimerazy, ktérego efektem jest wydtuzanie sie sekwencji
powtdrzonych lub wystapienie mutacji dynamicznych, doprowa-
dzajacych nawet do 300-krotnego zwielokrotnienia charaktery-
stycznego motywu sekwencji mikrosatelitarnej [5, 20].

Przy analizie markeréw mikrosatelitarnych istotne znaczenie
odgrywa reakcja tancuchowej polimerazy (PCR), w ktorej jako
startery dla polimerazy DNA wykorzystywane sg syntetyzowa-
ne, na podstawie znajomosci sekwencji otaczajgcych mikrosa-
telity, oligonukleotydy [13]. Technika PCR pozwala na amplifika-
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cje specyficznych fragmentéw DNA, ktérych dtugos¢ okreslana
jest za pomocg elektroforezy lub automatycznego sekwenatora
DNA. Istnieje rowniez mozliwos¢ takiego ustawienia reakciji
PCR, aby w trakcie jednej analizy zidentyfikowac allele z wielu
loci tego samego osobnika. Jest to tzw. multipleks PCR. Przy
zastosowaniu tej techniki mozna, oprocz analizy wybranego /o-
cus, okresli¢ pte¢ badanego osobnika, dzieki jednoczesnej am-
plifikacji kilkunastu alleli autosomalnych loci mikrosatelitarnych
oraz wybranych alleli chromosomoéw pfci [5].

Funkcja mikrosatelitéw nie zostata do konca poznana [3]. Naj-
prawdopodobniej poprzez swoje rozproszenie w genomie majag
wptyw na zmniejszanie lub zwiekszanie ekspresji genéw [18].
Ponadto powtdrzenia (GT), posiadajg funkcje kondensaciji i de-
kondensacji chromatyny oraz tworzenia tzw. ,goracych miejsc”
rekombinaciji, a powtdrzenia (AC), wptywaja na zwigkszenie
stopnia kondensacji, hamujgc przez to proces transkrypc;ji [21].

Takie cechy mikrosatelitow, jak: duza czesto$¢ wystepowa-
nia, wysoki polimorfizm, rébwnomierne roztozenie w genomie,
zdolnos¢ dziedziczenia zgodnie z prawami Mendla, a takze ta-
twos$¢ identyfikacji przy uzyciu metody PCR i elektroforezy, po-
zwolity na szerokie zastosowanie tych markeréw. Sg one wyko-
rzystywane m.in. do charakterystyki struktury populacji, charak-
terystyki stopnia zinbredowania populacji, szacowania zmienno-
$ci genetycznej zwierzat, badan nad kontrolg pochodzenia,
oceny dystansu genetycznego pomiedzy populacjami, rasami
lub okreslonymi liniami zwierzat, badan filogenetycznych, iden-
tyfikacji genoéw cech ilosciowych (QTL), konstrukcji map geno-
wych, a takze do prowadzenia selekcji opartej na markerach
genetycznych (MAS — ang. Marker Assisted Selection) [6, 14].

Prace nad projektem markerowej mapy bydta (BovMap) roz-
poczete zostaty na poczatku lat dziewiecdziesiatych przez
Genmark Company. Objety one 1518 buhajow z 14 duzych ro-
dzin bydfa holsztynsko-fryzyjskiego. Kolejne préby skonstru-
owania genetycznej mapy bydta podjete zostaty na podstawie
od 468 do 1250 markeréw mikrosatelitarnych [2, 4]. Wszech-
stronng mape, utworzong na podstawie 3802 mikrosatelit, uda-
to sie skonstruowac zespotowi Naoya Ihary [10]. Mapy markero-
we sg powszechnie wykorzystywane do identyfikacji genow
odpowiedzialnych za monogenowe choroby genetyczne. [5].

Markery mikrosatelitarne majg takze duze znaczenie przy
identyfikacji gendéw warunkujgcych cechy ilosciowe (QTL).
Dzieki takim analizom udato sie zidentyfikowac u bydta kilka loci
potozonych na réznych chromosomach zwigzanych z uzytko-
woscig mleczng. Nalezg do nich: BM711 (chromosom 8);
BM2078 (chromosom 18); BM3413 (chromosom 21); BM513,
BM1443, BM1905 (chromosom 23); BM4505 (chromosom 26)
oraz BM203 (chromosom 27) [1, 11, 17, 22].

Przez dlugi okres kontrola pochodzenia przeprowadzana
byta przy uzyciu markeréw genetycznych | klasy, tj. antygenow
erytocytarnych oraz polimorficznych biatek. Jednakze prawdo-
podobienstwo wykluczenia na podstawie uktadéw grupowych
krwi wynosi 98%, a w populacjach o zwiekszonym wspétczyn-
niku inbredu dochodzi do zmniejszenia tego wskaznika z racji
zwiekszenia udziatu homozygot w genotypach [9]. W zwigzku z
tym odchodzi sie od tych metod ustalania ojcostwa, na rzecz
markeréw mikrosatelitarnych. Obecnie minimalna liczba mikro-
satelitow do kontroli pochodzenia, wskazana przez Miedzyna-
rodowe Towarzystwo Genetyki Zwierzat (ISAG), wynosi 9. Sg to
nastepujace loci mikrosatelitarne: BM2113, BM1824, ETH10,
ETH225, ETH3, SPS115, TGLA227, TGLA126, TGLA122. Naj-
czesciej jednak wykorzystywanych jest od 11 do 20 markerow,
na ktérych podstawie istnieje 99,99% prawdopodobienstwa wy-
kluczenia niewtasciwego rodzica [19].



W tabelach 1 i 2 przedstawiono wyniki oceny zmiennosci ge-
netycznej wykonane na populacji 124 kréw biatogrzbietych na
podstawie 11 sekwencji mikrosatelitarnych. Parametrami charak-
teryzujacymi strukture genetyczng analizowanej populacji sa: licz-
ba alleli zidentyfikowanych w poszczegdlnych loci i czestos¢ ich
wystepowania, heterozygotycznos¢ obserwowana i oczekiwana,
wskaznik polimorficznosci. Okreslono takze przydatnosé wybra-
nego panelu mikrosatelitdw w kontroli pochodzenia na podstawie
prawdopodobienstwa wykluczenia niewtasciwego rodzica.

W catej analizowanej populacji zidentyfikowano tgcznie 108
alleli. W pojedynczym locus okreslono srednio 9,82 allela, a ich
liczba wahata sie od 5 w locus BM1824 do 15 w locus TGLA122
(tab. 1). Zgodnie z definicjg, ze mianem polimorficznego locus
okreslamy te, w ktorych czestos¢ najbardziej pospolitego allelu
w populacji jest mniejsza niz 0,95 [8], mozna powiedzie¢, ze
wszystkie analizowane loci sg polimorficzne. Najwigkszg poli-
morficznos¢ w tej grupie wykazat jednak locus TGLA122 (15
alleli), a najmniejszg — BM1824 (5 alleli).

Tabela 1

Liczba alleli zidentyfikowanych w poszczegélnych loci i ich frekwencja w analizowanej populacji bydta

biatogrzbietego

Tabela 2

Heterozygotycznos¢ obserwowana (H ), heterozygotycznos¢ oczekiwana
(H,), wskaznik polimorficznosci (PIC) oraz prawdopodobienstwo wykluczenia
(PE) w badanej populacji bydta biatogrzbietego

Locus H, H, PIC PE
TGLA227 0,715 0,844 0,828 0,860
BM2113 0,655 0,833 0,813 0,840
TGLA53 0,774 0,853 0,836 0,870
ETH10 0,727 0,773 0,747 0,780
SPS115 0,475 0,533 0,510 0,530
TGLA126 0,672 0,731 0,691 0,690
TGLA122 0,752 0,850 0,833 0,870
INRA23 0,813 0,828 0,806 0,830
ETH3 0,744 0,790 0,765 0,790
RTH225 0,777 0,772 0,740 0,760
BM1824 0,806 0,741 0,693 0,660
0,719 0,777 0,751 0,999

Najwyzszg czestoscig wystepowania charakteryzowat sie allel
244 pz w locus SPS115. Zgodnie z opinig Hartla i Clarka [8], allel
jest traktowany jako rzadki, jesli jego
czestos¢ jest mniejsza niz 0,005; w
ocenianej grupie zwierzat stanowig

Locus N Allele Czesto$¢  Locus N Allele Czestosé

Locus

N Allele Czestos¢ one blisko 6,5%.

TGLA227 13 79 0,012 SPS115 7 244 0,664 TGLA53 14 151 0,004 Ze stopniem polimorfizmu $cisle tg-
81 0,028 246 0,037 153 0,222 czy sie stopien heterozygotycznosci.
83 0,280 248 0,066 157 0,185 taczna warto$¢ heterozygotycznosci
85 0,163 250 0,086 159 0165 obserwowanej (H_) wyniosta 0,719, na-
87 0,020 252 oM 161 0153 tomiast heterozygotycznosci oczekiwa-
89 0,077 254 0,012 163 0,077 nej (H,) — 0,777 (tab. 2). Heterozygo-
o1 0,142 256 0,025 165 0,036 tycznos¢ obserwowana wahata sie od
9 0033 167 0040 4 475 w SPS115 do 0,806 w BM1824.
95 0,057 BM2113 7 126 0,095 169 0,052 L,
97 0,004 128 0,129 171 0,012 W pr.zypacljku. heterozygotycznosm
99 04130 132 0,099 173 0,008 oczekiwanej najnizsza wartos¢ wystg-
101 0,041 134 0.276 175 0,012 pita réwniez w SPS115 — 0,533, naj-
105 0,012 136 0155 179 0,020 wyzsza natomiast w TGLAS3 - 0,853.

138 0,103 181 0,012 Ro6znice miedzy loci w stopniu hetero-

TGLA122 15 140 0,041 140 0142 zygotycznosci sg dosy¢ duze, na co
142 0,161 TGLA126 7 115 0,020 wptyw ma liczba oraz czestosé wy-
144 0,231 INRA23 11 199 0,012 17 0,287 stepowania alleli.

146 0,004 201 0,098 19 0,398 Kolejnym wskaznikiem zréznico-
148 0,012 203 0,012 121 0,123 wania genetycznego jest stopien po-
150 0,099 205 0,012 123 0,033 limorficzno$ci (PIC). W badanej gru-
152 0198 207 04191 125 0,102 pie zwierzat osiagnat on $rednig
12; 8’222 2?? g’:;‘; 127 0,037 wartos¢ 0,751, a w poszczegdlnych
162 0‘045 213 0‘081 BM1824 5 179 0,290 foci wahal sig od 0,510 dla SPS115
’ ' ' do 0,836 dla TGLA53.

164 0,116 215 0,268 181 0,149 o .
170 0,008 o17 0,020 183 0.286 W celu okreslenia przydatnosci
172 0,008 219 0,008 185 0,008 wybranego zestawu /oci mikrosateli-
174 0,008 189 0,266 téw do kontroli pochodzenia obliczo-
184 0,004 ETH3 10 109 0,017 no prawdopodobienstwo wyklucze-

15 0054 ETH225 10 137 0,004 nia dla poszczegdlnych loci (PE)

ETHI0O 9 209 0,012 117 0,364 139 0,021 oraz taczne prawdopodobienstwo
213 0,033 119 0,091 141 0,074 wykluczenia (PEC). Parametr ten
215 0,058 121 0,194 143 0,008 okreslono przy zatozeniu znajomo-
217 0,099 123 0,029 145 0,095 $ci genotypow obydwojga rodzicow.
219 0,384 125 0,136 147 0,116 Najnizsza warto$¢ osiggnat locus
221 0227 127 0,095 149 0,302 SPS115 (53%), najwyzsza natomiast
223 0074 129 0,017 1510326 TGLA122 (87%). Na wartosci te
225 0,079 131 0,004 153 0,045 wplyw miata efektywna liczba alleli
227 0,033 155 0,008

zidentyfikowanych w poszczegol-
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nych loci: SPS115 — 2,142, a TGLA122 — 6,684. Prawdopodo-
bienstwo wykluczenia przy zastosowaniu analizowanego zesta-
wu mikrosatelitéw wynosi 99%.

Przeprowadzone badania pozwalajg wnioskowaé, ze marke-
ry mikrosatelitarne stanowig jedno z podstawowych narzedzi w
analizie struktury genetycznej ras objetych ochrong zasobdéw
genetycznych. Dobrany zestaw mikrosatelitow DNA pozwala nie
tylko na zidentyfikowanie alleli w poszczegdlnych loci mikrosate-
litarnych, ale réowniez na ocene innych waznych parametrow
charakteryzujgcych stopien zmian zachodzacych w zmiennosci
genetycznej analizowanej populaciji, tj. stopnia heterozygotycz-
nosci, stopnia polimorficznosci, czy tez niezwykle istotnego
prawdopodobienstwa wykluczenia niewtasciwego rodzica.
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Ocena taczy hodowcow
bydta z mleczarniami

Leszek Hadzlik

Polska Federacja Hodowcow Bydta i Producentéw Mieka

W lipcu 2006 r. Minister Rolnictwa i Rozwoju Wsi przekazat Pol-
skiej Federacji Hodowcow Bydta i Producentéw Mleka prowa-
dzenie oceny warto$ci uzytkowej bydta wraz z laboratoriami
oceny mleka i systemem informatycznym SYMLEK. Jednym z
gtéwnych zadan, ktére postawita sobie PFHBiIPM po przejeciu
oceny, byto zwiekszenie liczebnosci ocenianej populacji krow.
Byto to zwigzane z rozwojem na potrzeby mleczarstwa nowo-
czesnego zaplecza surowcowego. Zaplecze takie miaty stano-
wi¢ gospodarstwa, w ktérych prowadzono ocene bydta i do-
radztwo, stosujgce nowoczesne zarzadzanie stadami, posiada-
jace zwierzeta o wysokich walorach produkcyjnych i genetycz-
nych. O potencjale produkcyjnym gospodarstw ocenianych
moze $wiadczy¢ fakt, ze 20-procentowa populacja kréw objeta
oceng dostarczata okoto 44% mleka do przetwoérstwa. Rozwoj
oceny jest zadaniem niezwykle trudnym, miedzy innymi ze
wzgledu na bardzo zréznicowang i rozdrobniong strukture go-
spodarstw mlecznych w Polsce. Wsréd 2,6 min kréw mlecznych
ponad 1 min znajduje sie w oborach utrzymujacych do 10 sztuk.
Takie gospodarstwa, mimo najszczerszych checi hodowcéw,
nie sa w stanie z powodéw ekonomicznych korzysta¢ z oceny
wartosci uzytkowej. Mimo tych niekorzystnych uwarunkowan
liczba kréw ocenianych w ciggu ostatnich 5 lat wzrosta o ponad
100 000 i obejmuje dzisiaj 25% pogtowia krow. Byto to mozliwe
dzieki wysitkowi wszystkich pracownikéw zajmujgcych sie oce-
ng, a takze coraz lepszej wspoétpracy i wspomagania oceny
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przez podmioty skupujace i przetwarzajgce mleko, zwtaszcza
spotdzielnie mleczarskie. Utwierdza to takze w przekonaniu, ze
podejmowanymi dziataniami i staraniami mozna zwiekszac
wielko$¢ populacji oceniane;j.

Jest wiele powoddéw przemawiajgcych za wzrostem oceny
krow w Polsce. Jednym z nich jest szacowanie wartosci hodow-
lanej materiatu meskiego i zenskiego. Przy szybko upowszech-
nianej w praktyce selekcji genomowej, rola oceny wartosci
uzytkowej kréw bedzie wprawdzie tracita swoje dotychczasowe
znaczenie i przydatnos$¢, ale nikt na razie nie przewiduje szyb-
kiego jej zaprzestania.

Drugim i najwazniejszym powodem, dla ktérego ocena krow
jest wrecz niezbedna jest zarzgdzanie stadem, czyli podejmo-
wanie szybkich, trafnych i skutecznych decyzji dotyczacych
produkgji i sktadu mleka, zywienia, selekcji i rozrodu, na podsta-
wie przetworzonych informacji pochodzacych z oceny. Jeden
ze znanych polskich zywieniowcow, mowigc o przydatnosci
oceny kréw do zarzgdzania stadem, napisat tak: ,Czy kto$ wy-
obraza sobie, aby nowoczesny samochdd pozbawiony byt czuj-
nika ci$nienia oleju czy predkosciomierza? Jazda takim wozem,
predzej czy pdézniej musiataby zakonczy¢ sie awarig lub kata-
strofa.” Nie jest przypadkiem fakt, ze przecietna wydajnosc¢
roczna kréw ocenianych w Polsce jest wyzsza o ponad 2500 kg
mleka od przecietnej wydajnosci kréw w populaciji masowej i ze
ponad 45% mleka kwotowego trafiajgcego do skupu pochodzi
od objetej oceng 25-procentowej krajowej populacji krow. Te
réznice i wielkosci biorg sie stad, ze wiasciciele stad ocenia-
nych otrzymujg regularnie, najczesciej w odstepach miesiecz-
nych, przetworzone informacje o kazdym zwierzeciu w stadzie
pod katem wydajnosci, sktadu mleka, zawartosci komérek so-
matycznych i mocznika oraz rozrodu. W dostepnych raportach
wynikowych informacje te moga by¢ jeszcze szersze i bardziej
szczegotowe. Juz niebawem Polska Federacja Hodowcéw By-
dta i Producentow Mleka planuje uruchomienie jeszcze jednej
niezwykle waznej informaciji dla hodowcéw bydta i producentéw



