Przypuszczalnie juz w niedalekiej przysztosci przedstawiony
model otrzymywania transgenicznych klonéw bedzie pow-
szechnie stosowany (Brink i wsp., 2000).

Dlatego tez tworzenie osobnikéw transgenicznych, a nas-
tepnie ich klonowanie, wyznacza nowy kierunek w hodowli
bydta, ktéry bedzie dziatat na potrzeby szeroko pojetego
przemystu biotechnologicznego, jak réwniez bedzie stuzyt ba-
daniom podstawowym. Do zrealizowania tych celow bedg
potrzebne stada kréw o znanym pochodzeniu, od ktorych be-
dzie sig izolowa¢ oocyty technikg OPU i dzieki procedurze
IVM bedzie dostarczany materiat do wprowadzenia transfe-
kowanych w laboratorium jader komoérek izolowanych np.
z ptodu lub tez dzigki procedurze IVF bedzie dostarczany ma-

teriat do wprowadzenia genu. Otrzymane zarodki bedg hodo-
wane do stadium blastocysty, a nastepnie przenoszone do
biorczyh. Uzyskane potomstwo bedzie tworzyto stado trans-
genicznych osobnikéw, ktére bedg produkowaé w mleku, mo-
czu, krwi lub $linie interesujgce nas czynniki, a jednoczesnie
beda dawcami jader komérek somatycznych (pochodzacych
z ucha, wymienia, krwi itp.) do klonowania. Do klonowania
bedzie potrzebne nastepne stado dawczyn oocytéw i bior-
czyn zarodkow. Niewatpliwie tworzenie transgenicznych o-
sobnikéw, a nastgpnie ich klonowanie jest nowym kierunkiem
w hodowli bydta.

41 pozyciji literatury do wgladu u Autorki i w Redakcji.
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IGIHZ PAN w Jastrzebcu

Rozwéj hodowli zwierzat gospodarskich wigze si¢ niewatpli-
wie z rozwojem metod statystycznych i programéw kompute-
rowych, pozwalajagcych w miare doktadnie szacowac¢ postep
hodowlany, jaki uzyskuje sie w wyniku pracy hodowlanej.
Drugim istotnym elementem, ktéry zaczyna odgrywaé coraz
wigkszg role w hodowli jest mozliwo$¢ identyfikacji tzw. ge-
néw markeréw. Geny markery sa to geny, ktére mozna ziden-
tyfikowa¢ w miarg prostymi i niezawodnymi metodami, okreé-
lajgc produkty tych genéw, ktére dziedziczg sie na zasadzie
praw Mendla.

Dotychczas u koni identyfikowane byly dwa genetyczne
uktady markeréw — grupy krwi oraz polimorfizm biatek i enzy-
moéw krwi. W sumie u koni jako gatunku identyfikuje sie okoto
130 alleli, natomiast u poszczegoélnych ras, biorgc pod uwage
stopien zréznicowania, identyfikowanych jest od 50 do 70 al-
leli. Dalsze badania tych markeréw niewiele juz mogg wnies¢
odnosnie do zwigkszenia liczby identyfikowanych alleli u ko-
ni. Trzeba stwierdzi¢, ze liczba aktualnie identyfikowanych
alleli stwarza mozliwoéci prowadzenia kontroli pochodzenia
u koni przy bardzo duzym prawdopodobienstwie wykrycia
btedéw, umozliwia tez scharakteryzowanie struktury gene-
tycznej populacji czy okreslenie dystansu genetycznego po-
miedzy rasami.

Obecnie hodowla zmierza do poznania genetycznych uwa-
runkowan cech uzytkowych zwierzat gospodarskich poprzez
okreslenie genéw cech ilosciowych QTL (quantitative trait lo-
ci), ocene prawidtowego funkcjonowania organizmu poprzez
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rozpoznanie genetycznych uwarunkowan procesdw fizjolo-
gicznych.

Ogromny postep w badaniach z zakresu genetyki moleku-
larnej, jaki w ostatnich latach dokonat sie na $wiecie, zapo-
czatkowany odkryciem przez Skinner i wsp. [5] w 1974 roku
sekwencji mikrosatelitarnych DNA, stworzyt niespotykane do-
tychczas mozliwosci wykorzystania informacji genetycznej
w poznaniu uwarunkowan cech uzytkowych zwierzat. Mikro-
satelitarne sekwencje DNA sg to bloki krétkich, tandemowo
powtarzajacych sie sekwencji nukleotydéw, wykazujgcych
duze zroznicowanie osobnicze w liczbie tych powtérzen.
Zrdéznicowanie to w odniesieniu do okreslonego locus mikro-
satelitarnego w genomie daje efekt w postaci polimorfizmu.
Sekwencije te, zwane réwniez mikrosatelitami, sg rownomier-
nie rozproszone w catym genomie, co jest bardzo istotne
z punktu widzenia badan genetycznych, gdyz pozwala na u-
zyskanie informacji genetycznej, dotyczacej catego genomu
osobnika. Dziedziczg sie one zgodnie z prawami Mendla. Is-
totne jest rowniez i to, ze sg one tatwe do identyfikacji dzieki
zastosowaniu najnowoczesniejszych metod z zakresu badan
molekularnych, opartych na automatycznym sekwencjonowa-
niu fragmentow DNA, co eliminuje pewien margines btedéw,
ktéry jest nie do uniknigcia przy odczytywaniu wynikdéw za-
réwno w badaniach grup krwi, jak i polimorfizmu biatek krwi.
W przypadku mikrosatelitarnych sekwencji DNA komputer ok-
reSla genotyp osobnika w danym locus (rys. 1 2), przy czym
poszczegoine allele sg wyznaczane liczbg par zasad, i tak
np. w locus HMS6 identyfikuje sig 5 alleli: 157pz, 159pz,
161pz, 163pz, 169pz.

Bardzo istotnym elementem w okreslaniu polimorfizmu
markeréw genetycznych jest mozliwo$é uzyskania materiatu
do badan. W badaniach grup krwi musi to by¢ $wieza krew,
ktorej okres przechowywania w temperaturze lodowki, przy
odpowiednich konserwantach, zamyka sie¢ u koni w grani-
cach 3-4 tygodni. Nieco lepsza sytuacja jest w przypadku ba-
dan polimorfizmu biatek i enzyméw krwi, gdyz zaréwno krwin-
ki, jak i surowica krwi moga by¢ przechowywane przez diuz-
szy czas w stanie zamrozenia. W badaniach mikrosatelitar-
nych sekwencji DNA materiatem moze byé: krew, kawatki
skory, cebulki wlosowe, nasienie, oocyty czy zarodki, przy
czym moga to by¢ iloSci Sladowe, czego przyktadem jest fakt,
ze do badan wystarczy 4-5 cebulek wiosowych. Przechowy-
wanie prébek do badan nie stwarza zadnego problemu; petng
krew, nasienie, oocyty i zarodki przechowuje sie¢ w stanie
zamrozenia, natomiast wlosy wraz z cebulkami — w suchym
miejscu bez specjalnej konserwacji.

przeglad hodowlany nr 8/2000



Roéznorodnosé i dostgpnoéé materiatu
stuzacego do badan ma bardzo istotne
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O postepie badan nad polimorfizmem
DNA niech Swiadczy fakt, ze pierwsze 5
loci mikrosatelitow u koni zostato opisa-
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nych przez Ellegrena i wsp. [3] w 1992

roku, a na | Miedzynarodowym Sympoz-
jum Mapowania Genéw u Koni, zorgani-
zowanym w Lexington w USA w paz-
dzierniku 1995 roku, znanych byto juz
129. Obecnie w literaturze Swiatowej od-
notowanych jest u koni okoto 500 mikro-
satelitarnych markeréw genetycznych. Biorac pod uwage tak
istotne elementy, jak réwnomierne rozmieszczenie w geno-
mie, duza heterozygotycznosc¢, niezawodno$¢ metod badaw-
czych, opartych na nowoczesnej technice, stwierdzi¢é mozna
z catg pewnoscia, ze mikrosatelitarne sekwencje DNA staly
sie najliczniejszg i najbardziej wartosciowa klasa markeréw
genetycznych.

Mikrosatelitarne markery genetyczne nabraly szczegéine-
go znaczenia w programach mapowania genéw u koni, po-
dobnie jak i u innych gatunkéw zwierzat
gospodarskich, gdyz jest to jedyna droga
rozszyfrowania genomu poprzez identy- 120
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Rys. 1. Wydruk genotypéw w locus VHL20: ojciec — 85/95 pz, matka — 93/95 pz, potomek

fizjologicznej organizmu. U ludzi badania takie sa juz mocno
zaawansowane, zidentyfikowano kilkaset gendéw zwigzanych
z wystepowaniem réznych jednostek chorobowych czy ano-
malii, natomiast u zwierzat domowych ten kierunek badan do-
piero si¢ rozwija. Nalezy sie liczy¢ z faktem, ze badania te
u zwierzat beda odgrywaé coraz wigkszg role w ustalaniu
przyczyn niepowodzen w pracy hodowlanej.

W chwili obecnej znane jest podtoze genetyczne kilku
schorzen wystepujgcych u koni. Dzieki wykorzystaniu infor-
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jednostek chorobowych, ktérych wyste-
powanie ma podtoze genetyczne, lub tez

identyfikacji zaistniatych mutacji genowych,
ktorych wynikiem sg stany niesprawnosci
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[ 13 Y:261HMS1, VHL20, ASB2, HMS6 / H... [I[ll] 13 R:261HMS1, VHL20, ASB2, HMS6 /

Rys. 2. Wydruk genotypéw w locus HMS6: ojciec — 169/169 pz, matka — 159/161 pz,
potomek — 159/169 pz
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macji genetycznej, jaka daje polimorfizm mikrosatelitarnego
DNA, zlokalizowano w genomie konia gen odpowiedzialny za
brak odpornoéci (SCID — severe combined immunodeficiency
disease) u koni arabskich. Genetycznym defektem odpowie-
dzialnym za wystapienie tej choroby jest mutacja w genie ko-
dujgcym podjednostke DNA — zaleznej katalitycznej kinazy
biatkowej (DNA-PKcs — DNA protein kinase catalytic). Po-
przez ustalenie sprzezenia locus tego genu z loci mikrosate-
litéw HTG4 i HTG8, gen DNA-PKcs zmapowano w chromo-
somie 9 [1]. Opracowano test dajacy mozliwosé wczesnego
wykrywania tego schorzenia {2]. Znane jest takze podioze
genetyczne paralizu spowodowanego okresowa hiperkalie-
mig (HYPP — hyperkalaemic periodic paralysis) u koni rasy
quarter, ktéry uwarunkowany jest mutacja w obrebie genu ka-
natu sodowego mieéni szkieletowych oraz defektu, jakim jest
letalny syndrom biatych zZrebiat zwigzany z umaszczeniem ,0-
vero” (OLWS), za wystgpienie ktérego odpowiedzialna jest
prawdopodobnie mutacja wewnatrz genu endoteliainego re-
ceptora B (EDNRB).

Dotychczas markery genetyczne w praktycznej hodowli
zwierzgt gospodarskich odegraty znaczacg role w kontroli po-
chodzenia, szczegdlnie jezeli chodzi o bydto i konie. Obecnie
kontrola pochodzenia opiera si¢ na badaniach grup krwi oraz
polimorfizmu biatek i enzymoéw krwi, przy czym wiarygodnosé
badan jest stosunkwo duza, gdyz prawdopodobieristwo wy-
kluczenia jednego z osobnikéw rodzicielskich u koni waha sie
w granicach 0,9467-0,9865, w zaleznosci od liczby identyfi-
kowanych alleli oraz stopnia heterozygotycznoéci populacii.

Nalezy sobie réwnoczesnie zda¢ sprawe, ze badania grup
krwi sg bardzo pracochfonne, co wigze sie z koniecznoscig
uzyskania odpowiedniej liczby surowic testowych, pozwalaja-
cych na okreslenie grup krwi. Dodatkowym utrudnieniem jest
fakt, ze mozna badac tylko osobniki zyjace, przy czym nie
zawsze na podstawie badania petnej rodziny (ogier—klacz—
zrebak) jesteSmy w stanie okresli¢ genotyp badanego osob-
nika. Mikrosatelitarne markery genetyczne dzieki temu, ze
odznaczajg si¢ niespotykanym dotychczas polimorfizmem,
tatwoscig pozyskania i roznorodnoscia materiatu do badan
oraz niezawodna, i obiektywna identyfikacjq, staty sie podsta-
wag nie tylko kontroli pochodzenia, lecz takze stwarzajg moz-
liwos¢ identyfikacji osobniczej. Liczace sie laboratoria, prowa-
dzace badania kontroli pochodzenia u koni, obok badan grup
krwi oraz polimorfizmu biatek i enzyméw krwi, wprowadzajg
rutynowe badania mikrosatelitarynych markeréw genetycz-
nych. W jednym z najwiekszych laboratoriéw na $wiecie, pod

wzgledem liczby badanych osobnikéw, Laboratorium Gene-
tyki Weterynaryjnej w Davis (Uniwersytet Kalifornijski) dla u-
proszczenia catej procedury polimorfizm mikrosatelitarnych
sekwencji DNA oznacza sig¢ z cebulek wtosowych. Juz dzisiaj
prawdopodobienstwo wykluczenia, przy odpowiednio duzej
liczbie identyfikowanych markeréw mikrosatelitarnych DNA,
ksztattuje sie w granicach 0,9998.

W najblizszej przysztosci nalezy sie liczy¢ z faktem, ze u-
wierzytelnianie pochodzenia bedzie gtéwnie oparte na bada-
niach mikrosatelitarnych sekwencji DNA, a prawdopodobien-
stwo wykluczenia zblizy sig do 100%. Pozwoli to na wydanie
opinii, ze dany potomek pochodzi od okreslonej pary rodzi-
cielskiej, czego jednoznacznie nie jesteSmy w stanie stwier-
dzi¢ na podstawie badania grup krwi oraz polimorfizmu biatek
i enzymoéw krwi.

W badaniach przeprowadzonych przez Zaktad Immuno-
genetyki Zwierzat IGIHZ PAN, przy zastosowaniu 10 loci mi-
krosatelitow (identyfikowano 65 alleli), u koni petnej krwi
prawdopodobienstwo wykluczenia wynosito 0,9967 [4], nato-
miast przy badaniach 10 loci mikrosatelitarnych markeréw
DNA i odmiu loci polimorficznych biatek i enzymow krwi, bez
badania grup krwi uzyskano prawdopodobienstwo wyklucze-
nia réwne 0,9995. Z kolei prawdopodobienstwo spotkania i-
dentycznych genotypéw dwéch losowo wybranych osobni-
kéw na podstawie badan 10 loci sekwencji mikrosatelitarnych
DNA u koni petnej krwi wynosi 1,266x107C.

Obecnie podjecie badan nad okreslaniem polimorfizmu
mikrosatelitarnych markeréw genetycznych w krajowej ho-
dowli koni wigze sie z decyzjami wiadz hodowlanych, a nie
z problemami metodycznymi. Biorac pod uwage fakt, ze takie
decyzje moga zapas¢ w miedzynarodowych gremiach ho-
dowlanych, nalezatoby juz obecnie opracowac program wpro-
wadzania tych badan do hodowli elitarnej, poczatkowo przy-
najmniej u czotowych ogieréw arabskich czystej krwi i petnej
krwi angielskiej oraz ogieréw, ktorych nasienie znajduje sie
w Centrum Rozrodu Koni w tacku.

Literatura: 1. Bailey E., Reid R.C., Skow L.C., Mathiasgn K., Lear
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koni
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Hodowla koni w poréwnaniu z hodowlg innych gatunkéw
zwierzat gospodarskich jest trudna i kosztowna. Zwigzane
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jest to ze stosunkowo niska, reprodukcyjnoscig tego gatunku
zwierzat. Dlatego tez bardzo wazne jest zazrebianie jak naj-
wigkszej liczby klaczy w kazdym sezonie i otrzymanie zdro-
wego potomstwa.

Wieloletnie obserwacje efektéw rozrodu w panstwowych
i prywatnych stadninach w Polsce wskazujg na state obniza-
nie sig¢ wskaznikéw reprodukciji, mimo zabiegoéw hodowlariych
i weterynaryjnych. Rézne sg tego przyczyny, lecz gtéwnie
spowodowane sg brakiem rui, nieskutecznoscig zaptodnienia,
wczesnym zamieraniem zarodkéw oraz poronieniami.

Przewaznie badania nad zaburzeniami ptodnosci u koni
koncentrujg si¢ na zywieniowych, bytowych i infekcyjnych
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