technik — bezkonkluzyjne. Przed kilkoma laty nie znano jesz-
cze funkeji, mechanizméw dziatania wielu biatek biorgcych
udziat w regulacji wchtaniania zelaza. Niektore z tych bialtek
nie byly jeszcze nawet zidentyfikowane. Dzigki zakrojonym
na szerokg skale badaniom podstawowym, prowadzonym
przez setki naukowcéw w laboratoriach na catym Swiecie,
mozemy dzisiaj rutynowo badac¢ ekspresje genow kodujgcych
te biatka nie tylko u zwierzat laboratoryjnych, ale i gospodar-
skich. Dla Czytelnikow pewnym zaskoczeniem moze by¢ fakt,
ze do identyfikacji wielu gendw odgrywajgcych role w absor-
pcji zelaza postuzyta stodkowodna ryba akwariowa o nazwie
danio prggowany (Danio rerio, ang. zabrafish), kregowiec po-
zornie nie majacy wiele wspolnego ze Swinia domowg (Sus
scrofa). Ze wzgledu na szybki cykl zyciowy (stadium od jaja
do larwy trwa okoto 3 dni) oraz przezroczystosé powtok ciata
postaci larwalnej, danio pregowany stat sie modelowym orga-

nizmem do badan podstawowych nad metabolizmem zelaza.
Wspomniana przezroczysto$¢ pozwala na obserwacje zmian
zabarwienia narzgdoéw w zywych organizmach, szczegot nie
bez znaczenia w badaniach nad metabolizmem zelaza, po-
niewaz funkcje poszczegdlnych biatek mogg by¢ monitorowa-
ne na podstawie ujawniania sie barwy krwistej lub barwy ze-
lazistej ochry. Efekty tych badan byly dla naszego zespotu
podstawa do zaproponowania modyfikacji suplementacji ze-
laza zmniejszajgcej negatywne oddziatywanie zelaza na or-
ganizm nowo narodzonych prosigt. Warto, aby — wzorem
panstw zachodnich — w érodowisku naszych hodowcow za-
korzenita sie $wiadomos¢, ze sitg napedowg postepu w ho-
dowli zwierzat gospodarskich sg BADANIA PODSTAWOWE
w zakresie genetyki, biologii molekularnej i fizjologii, i aby
polskie zwigzki hodowcow podjety wysitek ich wspoffinanso-
wania.

Cytogenetyczne

| molekularne badania
ZmiennosSci genetycznej
w wybranych populacjach
zwierzat

Kazimierz Jaszczak, Rafat Parada,
Barbara Wardecka, Mariusz Sacharczuk,
Kinga Boruszewska, Magdalena Kawka,
Michat Kaszuba, Kamila Fedorowicz

IGIHZ PAN w Jastrzebcu

Identyfikacja i lokalizacja w chromosomach genow cech uzyt-
kowych oraz markeréw z nimi sprzezonych staly sie przed-
miotem licznych badan, a to za sprawg mozliwosci ich wyko-
rzystania w ocenie struktury genetycznej populacji, a takze
w programach hodowlano-selekcyjnych.

Od kilku lat w Zaktadzie Cytogenetyki Molekularnej IGIHZ
PAN w Jastrzebcu prowadzone sg badania zmiennoséci cyto-
genetycznej i molekularnej wewnatrz i miedzy niektérymi po-
pulacjami zwierzat gospodarskich. W ramach tego tematu ba-
dano migdzy innymi chimeryzm limfocytarny i zwigzana z tym
nieptodnoé¢ jarek w stadzie owiec rasy merynos booroola o-
raz przyczyny jego wysokiej czestoéci wystepowania w mio-
tach mnogich réznoptciowych. Chimeryzm limfocytarny
54XX/54XY stwierdzono u 20 jarek i 22 tryczkéw (odpowied-
nio 12,0 i 13,7%), co stanowito tacznie 25,7% analizowanej
kariotypowo grupy owiec, a 8,5% wszystkich urodzonych
w tym czasie w badanym stadzie. Rodzinne i rodowodowe
zaleznoéci w czestoéci wystepowania chimeryzmu limfocytar-
nego wskazujg, ze tworzenie sie anastomoz fozyskowych
migdzy ptodami owiec moze miec¢ charakter dziedziczny [6].
W tym samym czasie podjeto badania nad wystepowaniem
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aberracji chromosomowych u koni z zaburzeniami ptodnoéci.
U przebadanych cytogenetycznie 244 klaczy z 23 stadnin
panstwowych i prywatnych, stwierdzono nieprawidtowosci
chromosomowe u 4% og6tu zbadanych zwierzat i 12,8%
w stosunku do klaczy uznanych za catkowicie nieptodne [7].
Analiza cytogenetyczna oSmiu par bliznigt r6znoptciowych
konika polskiego, koni zimnokrwistych, petnej krwi angielskiej
i koni potkrwi wykazata chimeryzm limfocytarny XX/XY
w przypadku czterech par, co wskazuje na wystapienie ana-
stomoz naczyniowych miedzy btonami ptodowymi blizniat.
U blizniat z chimeryzmem limfocytarnym dominowata wtasna
linia komérek, a wigc z chromosomami pfci XX u klaczek i XY
u ogierkow. Komérki linii tzw. obcej, pochodzacej od wspot-
blizniaka stanowity od 4 do 12%. Klaczki z chimeryzmem cha-
rakteryzowaly sie prawidtowo rozwinietymi narzadami rozrod-
czymi, dwie z nich zazrebity sie i wydaty potomstwo [1].

W ramach kontroli prawidtowosci kariotypu buhajkéw
przeznaczonych do rozrodu stwierdzono rzadki przypadek
chimeryzmu komérkowego 60,XY/61,XYY u buhajka rasy hf.
Sredni procent limfocytéw z kariotypem 61,XYY wynosit
28,25%. Badania cytogenetyczne buhajka, przeprowadzone
w wieku 14 miesiecy, wykazaly rowniez wystepowanie dwu
linii komorkowych w hodowli fibroblastéw skéry, komérek ner-
ki, éledziony i ptuc. Stosunek komoérek z kariotypem
60,XY:61,XYY wynosit odpowiednio: w skorze — 72:28,
w nerce — 68:32, w éledzionie — 62:32 i w ptucach — 61:39.
Badania chromosomow mejotycznych w spermatocytach
| rzedu wykazaly wystepowanie biwalentdw XY i triwalentow
XYY [2].

Badania kariotypowe wczesnych zarodkéw ptakow wyka-
zaty, ze spontaniczne nieprawidtowosci chromosomowe wy-
stepujg u nich dosy¢ czesto. Wiekszo&¢ z nich ma charakter
letalny. Analiza cytogenetyczna dwoch linii indykéw: srednio
ciezkiej — Nicholas 300 i ciezkiej — Nicholas 700, wykazata
wysokg (w poréwnaniu do innych gatunkow drobiu) czestosé
wystepowania nieprawidtowoéci chromosomowych (odpo-
wiednio 15,4% i 8,0%). WSsréd nieprawidtowosci kariotypo-
wych stwierdzono cztery rézne aberracje chromosomowe,
z czego wiekszo&¢ stanowity haploidia i chimeryzm haploi-
dalno-diploidalny [3].

We wspolipracy ze Stacjg Zasobéw Genetycznych Drobiu
Wodnego w Dworzyskach, przeprowadzono badania karioty-
powe zarodkow kaczek utrzymywanych w stadach zacho-
wawczych: khaki campbell x orpington (Kho-1), pekin pocho-
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dzenia angielskiego (A3, LsA), orpington (01). Stada utrzymy-
wane sg od lat 70. (okoto 30 pokolen) jako populacje zamk-
niete. W stadach takich, o matej liczebnosci, moze dochodzi¢
do szybkiego wzrostu nieprawidtowosci chromosomowych,
ktére sg przyczyng zaburzen w reprodukcji i moga powodo-
wacé wzrost Smiertelnoéci zarodkow. Wsrdd badanych kario-
typowo tacznie 336 zarodkdéw, u 8,0% wystapity nieprawidto-
wosci chromosomowe. Stwierdzono duze zrdznicowanie
w czestosci wystepowania nieprawidtowosci chromosomo-
wych migdzy badanymi stadami kaczek: od 4,9% w stadzie
A3 do 13,7% w stadzie LsA. Wsréd nieprawidtowosci kario-
typowych zanotowano gtéwnie haploidia i chimeryzm haploi-
dalno-diploidalny, w dwoch przypadkach mozaikowato$é
2AZZ/AAZZZ7 i u jednego zarodka czystg tetraploidie
4A/ZZ77. Zaznaczy¢ trzeba, ze zidentyfikowane nieprawidto-
woséci chromosomowe nie wystepuja u wylezonych osobni-
kow, co oznacza, ze zarodki z tymi aberracjami zamierajg
w okresie inkubaciji [4].

W ostatnich latach w kontynuowanych i nowo podjetych
badaniach zaczeto w Zakiadzie stosowac w szerszym zakre-
sie metody biologii molekularnej. Prowadzono badania poli-
morfizmu minisatelitarnych i mikrosatelitarnych sekwencji
DNA i jego wykorzystania w analizie bioréznorodnosci w po-
pulacjach zwierzat domowych i dzikich oraz markeréw w ma-
powaniu genéw cech ilosciowych (QTL) u zwierzat gospodar-
skich. W celu mapowania QTL zwigzanych z nie$nosciq i ja-
koscig jaja utworzono rodzine referencyjng poprzez skrzyzo-
wanie dwoch ras kur roznigcych sie znacznie uzytkowoscig
niesna. Komponentami byty zielononozka kuropatwiana (Zk)
i rhode island red (RIR). Uzyskane stado charakteryzuje sig
wysokimi wspolczynnikami heterozygotycznoséci oraz duzg
liczba specyficznych alleli analizowanych loci mikrosatelitar-
nych. Mapowanie genéw oddziatujgcych na warto$¢ cech
niesnosci i jakosci jaja, przy wykorzystaniu markerow mikro-
satelitarnych, wykazalo obecnos¢ dwunastu QTL oddziatuja-
cych na badane cechy. Rozmieszczone one byly na chromo-
somach 1, 3, 4, 51 7. Znaleziono regiony wykazujace istotne
oddziatywanie na mase zoltka i biatka jaja, grubos¢ i mase
skorupy oraz jej procentowy udziat w masie jaja, a takze ce-
chy charakteryzujace wytrzymato$¢ mechaniczng skorupy ja-
ja [11]. Zlokalizowanie tych kilkunastu markeréw, w poblizu
ktorych prawdopodobnie znajdujg sie regiony QTL determi-
nujace w znacznym stopniu wazne cechy uzytkowosci nies-
nej, bylo przestanka do badan majacych na celu weryfikacje
przydatnosci markeréw mikrosatelitarnych sprzezonych z ce-
chami uzytkowosci niesnej kur i probe ich wykorzystania
w selekgji kur niesnych. Na dwach fermach (klatkowy i pod-
togowy system chowu) przeprowadzono czteropokoleniowg
selekcje — dla RIR rozbiezng i dla Zk pozytywng, na wybrane
cechy jakosci jaja (wytrzymatoéci skorupy, masy jaja i masy
zottka). Stwierdzono jednak, ze wykorzystanie w selekcji in-
formacji markerowej dotyczgcej badanych loci jest praktycz-
nie niemozliwe, tak ze wzglgdu na zbyt maty wptyw sprzgzo-
nych QTL, jak i na ich plejotropowe, antagonistyczne dziata-
nie na inne wazne cechy uzytkowosci niesnej. Dalsze bada-
nia mapowania QTL ograniczono tylko do chromosomu 4, ale
przy duzym zagegszczeniu loci cech markerowych. Zidentyfi-
kowano w 12 regionach chromosomu 4 geny odpowiedzialne
za cechy jakosci jaj. Niektdére z nich zostaty potwierdzone
fizycznie metodg FISH [9].

Badajac dwie linie kur, uzyskane w wyniku prowadzonej
przez szes¢ pokolen selekcji w kierunku wysokiej (linia H)
oraz niskiej (linia L) czgstosci wystgpowania wrodzonych wad
kregostupa, stwierdzono, ze selekcja rozbiezna spowodowata
zmiany frekwenciji alleli mikrosatelitarnych w pigtnastu anali-
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zowanych Joci. Zidentyfikowano 8 alleli specyficznych dla linii
H i 6 alleli specyficznych dla linii L. W badanych liniach kur
zidentyfikowano rowniez polimorfizm genu hormonu wzrostu,
postugujgc sie metodg PCR-RFLP. W intronie 4 genu hormo-
nu wzrostu znaleziono nowe miejsce restrykcyjne dla enzymu
Mspl. Czestos¢ wad szkieletowych u embrionéw w 6. poko-
leniu wynosita 30,7% dla linii H i 3,7% dla linii L [13].

Wykorzystujac metode DNA fingerprinting prowadzono ba-
dania zroznicowania genetycznego linii krolikéw i myszy, u-
zyskanych w wyniku dwukierunkowej selekcji myszy zwigza-
nej z behawiorem [8]. W badaniach molekularnych dwu linii
krolikow selekcjonowanych przez 9 pokolen na wysokg i nis-
ka aktywnosc¢ ruchowg stwierdzono zréznicowanie genetycz-
ne miedzy nimi, charakteryzujgce sie obecnoscig prazkéw
markerowych we wzorze DNA fingerprinting.

W oémiu stadach zachowawczych kaczek badano zmien-
no$¢ genetyczng przy wykorzystaniu polimorfizmu dlugosci
sekwencji mikrosatelitarnych. Analizowano 6 mikrosatelitéw
u 15 osobnikéw z kazdego stada kaczek. W badanych 6 loci
mikrosatelitarnych zidentyfikowano tacznie 26 alleli. Najbar-
dziej polimorficzne byto locus APH 04, w ktorym facznie
stwierdzono 10 alleli. W kazdym z pozostatych loci stwier-
dzono wystepowanie 4 alleli mikrosatelitarnych. Liczba alleli
w poszczegolnych Joci wahata sie od 4 do 10, tacznie dla
wszystkich badanych stad (§rednio 5,2 na jedno locus). Sred-
nia liczba alleli w locus w jednym stadzie wahata sie miedzy
2,8 a 3,8. W analizowanym materiale stwierdzono wystepo-
wanie alleli specyficznych dla niektérych stad kaczek.

Wady szkieletu wystepujg w stadach kur z rézng czesto-
écig i stanowig istotny problem gospodarczy. Analiza wad
szkieletu u 1053 zarodkow z dwoéch stad reprodukeyjnych kur
brojlerowych wykazata, ze brak kosci pokrywowych czaszki
(exencephaly) jest najczesciej wystepujacg anomalig i stano-
wi 48% wszystkich diagnozowanych wad szkieletu. Badano
ekspresje gendw w tkankach czaszki kurczat z wadami braku
kosci pokrywowych (exencephaly), przy uzyciu mikroproce-
sorow DNA (cDNA microarrays) zawierajacych 1152 geny i e-
tykietki sekwencji ulegajgcych ekspresji. Analiza wykazata
zwiekszong ekspresje 11 znanych genéw/homologéw oraz
zmniejszong ekspresje 51 znanych genéw/homologow. Geny
tioredoksyny (AL585511) i reduktazy tioredoksyny
(AL584253) biorg udziat u myszy w rozwoju syndromu NTD
(neural tube defects). U kurczat z brakiem kosci czaszki ek-
spresja genu tioredoksyny byta 25-krotnie mniejsza, a reduk-
tazy tioredoksyny 2,4-krotnie mniejsza niz u kurczgt normal-
nych. Réznice w ekspresji tych dwu genow zostaty potwier-
dzone analizg ilosciowg Real-Time PCR. Dane te wskazuja,
ze geny AL584253 i AL585511 sa genami kandydatami dla
dziedzicznego braku koéci czaszki u kurczat [10, 12].

Analiza ekspresji genow homeotycznych kierujgcych roz-
wojem: Hox A1, Hox B3 i Hox D3 wykazata, ze u kurczat
z wadami rozwojowymi czaszki ekspresja genu Hox A1 jest
prawie 16-krotnie wigksza niz u zdrowych kurczat. Ekspresja
gendéw Hox B3 i Hox D3 nie wykazata wigkszych zmian [5].

Prowadzone sg takze badania bioréznorodnosci przy uzy-
ciu markeréw molekularnych w populacjach cietrzewia wyste-
pujacych na terenie potnocno-wschodniej Polski, w celu ich
wykorzystania w programach ochrony tego gingcego gatun-
ku. W ramach projektu wykonuje sie analizy genetyczne, po-
legajace na zbadaniu polimorfizmu diugosci sekwencji mikro-
satelitarnych DNA w 10-15 Joci specyficznych dla cietrzewia.
Materiatem wykorzystywanym jako zrodto DNA do analiz sg pio-
ra ptakow, zebrane w ostojach cietrzewia w potnocno-wschod-
niej Polsce w latach 2004-2005. Uzyskane wyniki, w postaci
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diugosci alleli mikrosatelitarnych dla kazdego niepowtarzal-
nego genotypu, zostana wykorzystane do obliczen staty-
stycznych. Analiza wynikow bedzie polegata na obliczeniu
zroznicowania genetycznego populacji, obserwowanej (Ho)
i oczekiwanej (He) heterozygotycznosci, odchylen od réwno-
wagi Hardy-Weinberga (RHW), nieréwnowagi sprzezeniowe;j,
indeksu zréznicowania genetycznego miedzy populacjami
(FST), éredniej liczby osobnikow migrujgcych wymienionych
miedzy populacjami w jednym pokoleniu (Nem), oszacowa-
niu inbredu w kazdej populacji oraz ustaleniu dystansu gene-
tycznego migdzy populacjami. Celem projektu jest zbadanie
struktury genetycznej wewnatrz i pomiedzy populacjami cie-
trzewia, wystepujacymi na terenie potnocno-wschodniej Pol-
ski, na podstawie polimorfizmu sekwencji mikrosatelitarnych
DNA i zaproponowanie wytycznych dla prawidtowej ochrony
i zachowania cietrzewia na calym obszarze jego wystepowa-
nia w tym regionie kraju.
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Po przetomowym odkryciu obecnosci DNA w mitochondriach,
szeroki nurt badan genetycznych doprowadzit do wyodreb-
nienia sig problematyki okreslanej mianem mitochondrialnej
genomiki poréwnawczej roslin i zwierzat.

Struktura genomu mitochondrialnego (mtDNA) u réznych
gatunkow jest bardzo podobna, lecz rozni sie zasadniczo od
organizacji DNA jadrowego — mtDNA ma fizyczng postac ko-
listej, kowalencyjnie zamknietej, dwuniciowej czgsteczki.
Dwie nici miDNA charakteryzujg sie odmiennym sktadem za-
sad — ni¢ bogata w reszty guaniny okreslana jest jako ni¢
ciezka (H), ni¢ bogata w reszty cytozyny nazywana jest nicig
lekka (L). Organizacja mtDNA jest bardzo oszczedna i cha-
rakteryzuje jg duza zwartos¢ — geny nie zawierajg intronow,
a poza tzw. regionem kontrolnym (petla D), zawierajgcym
miejsce inicjacji replikacji nici H oraz promotory dla transkryp-
cji nici H i L (odpowiednio PH i PL), w czasteczce brak od-
cinkow niekodujgcych. Sekwencja genomu mitochondrialne-
go cztowieka, z wlasciwg dla niej numeracjg nukleotydow (1-
-16569), stosowana jest jako wzorzec poréwnawczy w bada-
niach kolejnych genoméw mtDNA i stad okreslana jest mia-
nem sekwencji referencyjnej.

W genomie mitochondrialnym obecnych jest zaledwie 37
gendw (kodujgcych czasteczki rRNA: 12S i 16S, 22 czastecz-
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ki tRNA oraz 13 biatek bedgcych sktadnikami enzymatycz-
nych kompleksow fosforylacji oksydacyjnej). Szczegdlnie du-
ze znaczenie dla analiz filogenetycznych ma fakt dziedzicze-
nia mtDNA w linii matczynej oraz brak rekombinacji. Wpraw-
dzie plemniki ssakow zawieraja niewielkg ilos¢ mtDNA, lecz
po wniknigciu do komorki jajowej ojcowski mtDNA zostaje
naznaczony poprzez ubikwitynacje i ulega degradacji. Sys-
tem selektywnej degradacji ojcowskich mitochondriéw ssa-
kow, ktoérego poznanie uznawane jest za jedno z najbardziej
doniostych odkryé w biologii, ma charakter wewnatrzgatunko-
wy i dziala bardzo efektywnie.

Wspomniane cechy oraz fakt, ze wystepowanie mutacj
w tzw. rejonie kontrolnym (okreslanym takze jako petla D)
okoto dziesieciokrotnie przewyzsza Srednig czestos¢ mutacii
w DNA jadrowym, unaocznia duzg przydatnos¢ polimorfizmu
sekwencji mtDNA jako markera w badaniach z dziedziny ge-
netyki ewolucyjnej oraz w réznorodnych analizach o charak-
terze poznawczym i aplikacyjnym. Zardbwno ze wzgledu na
mozliwos¢ wzbogacenia wiedzy w dyscyplinie tradycyjnie
zwanej taksonomig, a takze z uwagi na liczne praktyczne
zastosowania tej dziedziny wiedzy, bardzo wazna jest mozli-
wos¢ bezbtednej i szybkiej identyfikacji gatunkéw. Celowi te-
mu stuzy, migdzy innymi, $wiatowa inicjatywa ,Tworzenie
Drzewa Zycia”(w 2006 r. IGIHZ PAN przytaczyt sie do tego
programu), majgca na celu wdrozenie zunifikowanego sys-
temu identyfikacji gatunkéw i opisu bioréznorodnosci. Stan-
dardem tego typu proponowanym dla zwierzgt jest jeden
z gendw mitochondrialnych (COI — gen podjednostki pierw-
szej oksydazy cytochromowej).

Poza dziedzing taksonomii, gdzie mtDNA unikatowych o-
kazow muzealnych mozna rozpoznac i scharakteryzowacé tyl-
ko poprzez pozyskanie sladow biologicznych, istnieje wiele
innych dziedzin dziatalnosci cztowieka, w ktorych analizy po-
limorfizmu mitochondrialnego DNA sg czestokro¢ jedyng do-
stepng metoda dziatania. W zaleznosci od charakteru $ladu
biologicznego, dostepnego do badan oraz zaleznie od ukie-
runkowania analizy, filogenetyka molekularna dostarcza¢ mo-
ze informacji rowniez w takich dziedzinach, jak: ochrona
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