jacych podziatéw komorki te stajg sie coraz mniejsze i w sta-
dium VI przestaja juz by¢ widoczne przy matym powigkszeniu,
ktére mozna osiggnaé w binokularze.

Stosujac te metode, w wielu przypadkach (ok. 15%) udato
sig otrzymaé normalne zarodki osiggajgce stadia IV-VI (wg
kiasyfikacji rozwoju wewnatrzmacicznego E. Giladi), zawiera-
jace jadra komoérkowe. Pozostate oocyty byly albo nie zapto-
dnione (rys. 3), albo o nieprawidtowym obrazie bruzdkowania
lub tez miaty btony uszkodzone nadmiarem plemnikéw.
W tym ostatnim przypadku w bfonie oocytéw wystepowaty
dziurki, przez ktére wyciekato z6ttko. W szeregu przypadkow
(ok. 25%) mozna byto obserwowaé takze pewien abortywny
rozwdj partenogenetyczny, przy ktérym nastepowaly wizual-
nie normalne podzialy cytoplazmy, jednak bez towarzysza-
cych podziatéw jader. W rezultacie pod binokularem widaé
byto normalne blastomery odpowiadajgce stadiom 1il-|V, lecz

po wybarwieniu nie stwierdzano w nich obecnoéci jader ko-
mérkowych.

W rezultacie naszych badan udato sie potaczy¢ etap 3 (o-
wulacja oocytu) z etapem 4 (zaptodnienie) i etapem 5a
(wczesny rozwdj zarodkowy). Przy przedtuzeniu okresu inku-
bacji prawdopodobnie mozna bytoby pokusi¢ si¢ o otrzymanie
zarodkéw bardziej zaawansowanych w rozwoju. Nastepnym
krokiem, ktory mozna by uczynié, jest hodowla tak otrzyma-
nych zarodkéw w systemie in vitro opracowanym przez Mar-
garet Perry (1988), pozwalajacym na wylag zywych piskiat
w hodowli in vitro. Prawdopodobnie w niedalekiej przyszfosci
bedzie to juz mozliwe, gdyz niektore laboratoria i firmy bio-
technologiczne pracujg w tym kierunku. Opracowanie syste-
mu pozwalajgcego na owulacje in vitro oocytéw, ich zapto-
dnienie i hodowle zarodkéw umozliwi znaczny postgp w bio-
technologii zarodka ptaka oraz dostarczy narzedzia do bada-
nia proceséw rozrodu u drobiu.

DNA fingerprinting
w genetycznej analizie
populacji gesi

Matgorzata Zawadzka, Kazimierz Jaszczak

IGIHZ PAN w Jastrzebcu

Wartos¢ hodowlana zwierzat czy ich genotyp oceniane sg
powszechnie na podstawie pomiaru cech fenotypowych. Nie
zawsze jednak cechy fenotypowe sg dobrym wskaznikiem
wartosci hodowlanej osobnika. Efektywnoéé analizy gene-
tycznej bazujacej na fenotypie z natury nie jest wysoka
w przypadku cech o niskiej odziedziczalnosci. Ponadto po-
miary niektorych cech sg trudne lub niemozliwe do wykona-
nia, np. odporno$¢ na choroby czy cechy ograniczone picia
lub wiekiem. Dziedziczenie poligenowe, czesciowa lub catko-
wita dominancja maskujg takze fenotypowy efekt ekspresii
genow. Charakterystyka fenotypowa podlega przy tym w roz-
nym stopniu modyfikacjom i interakcjom Srodowiskowym.

Opracowanie metod wykrywania naturalnie wystepujacego
polimorfizmu sekwencji DNA, z ktérych czes¢ zostata wyko-
rzystana jako markery genetyczne (wyrézniki cech), stworzyto
ogromne mozliwosci oszacowania wartosci hodowlanej osob-
nika na poziomie molekularnym. Markery genetyczne oparte
na polimorfizmie sekwencji minisatelitarnych DNA stanowiag
obecnie bogate zrédto informaciji i mogg stuzyé miedzy innymi
do analizy struktury genetycznej populaciji. Ich wykorzystanie
utatwia ustalenie, czy w danej populacji lub rasie wystepuja
charakterystyczne allele i z jakg czestoscia. Okreslenie podo-
bienstwa migdzy osobnikami w obregbie i migdzy populacjami
daje mozliwo$¢ szacowania zmian zachodzacych w populac-
jach podlegajacych naturainej czy sztucznej selekcji, jak
i dzielacego je dystansu genetycznego.
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Wsréd stosowanych systeméw analizy DNA wyréznia sie
metoda fingerprinting. Genomowy DNA wyizolowany z jgder
komoérkowych réznych tkanek poddawany jest trawieniu r6z-
nymi enzymami restrykcyjnymi. Fragmenty tak ,pocietego”
DNA poddaje sieg elektroforezie w zelu agarozowym. Rozdzie-
lone fragmenty przenoszone sg na filtr nitrocelulozowy lub
nylonowy, wg metody Southerna, i hybrydyzowane z sondg
molekularng. W wyniku hybrydyzacji otrzymuje sie dla bada-
nego osobnika wiele prazkéw, bedacych fizyczng reprezenta-
cja sygnatu pochodzacego od odpowiednio wyznakowanej
sondy zwigzanej z allelami wielu loci na wszystkich chromo-
somach. Liczba i potozenie prazkéw we wzorze DNA finger-
printing sg charakterystyczne dla kazdego osobnika (z wyjat-
kiem blizniat jednojajowych oraz osobnikéw wysoko zinbre-
dowanych). Indywidualny wzér DNA fingerprinting jest rownie
niepowtarzalny, jak uktad linii papilarnych cziowieka. Stad tez
wywodzi si¢ nazwa tej metody testowania DNA. Prazki wcho-
dzgce w skiad indywidualnego wzoru (allele minisatelitarne)
sg dziedziczone w prosty mendlowski sposob, po potowie od
kazdego z rodzicow.

W Zakiadzie Cytogenetyki Molekularnej {GiHZ PAN w Jas-
trzgbcu technika DNA fingerprinting od kilku lat wykorzysty-
wana jest w kontroli pochodzenia i weryfikacji rodowodowej,
a przede wszystkim w analizie struktury genetycznej popula-
Cji, linii czy ras zwierzat gospodarskich i laboratoryjnych. Mie-
dzy innymi metoda DNA fingerprinting zostata wykorzystana
do oceny zmienno$ci genetycznej wewnatrz i miedzy odmia-
nami gesi utrzymywanych w stadach zachowawczych, w po-
rownaniu do populacji gesi selekcjonowanych i dzikich. Pol-
ska nalezy do nielicznych krajow, gdzie zostato zachowane
wiele lokalnych odmian i ras gesi. Z biologicznego i hodowla-
nego punktu widzenia zachowanie tych unikalnych zasobéw
genetycznych jest bardzo wazne, gdyz sa to odmiany przysto-
sowane do miejscowych warunkéw $rodowiskowych i wyka-
zujgce czgsto unikalne kombinacje alleli warunkujgce wysoki
poziom niektérych cech przydatnych w hodowli (odpornoéé
na choroby, mniejsze wymagania pokarmowe, niska zawar-
tos¢ tluszczu w tuszce). Badaniami DNA fingerprinting objeto
odmiany pochodzace od gesi gegawy Anser anser, tj. podkar-
packa, suwalska, pomorska i kartuska, odmiana garbonosa
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wywodzaca sie od
gesi tabedziowej
chinskiej Anser cy-
gnoides oraz ges$
zatorska utworzo-
na na drodze krzy-
zowania wymienio-
nych odmian regio-
nainych.
Hybrydyzacja
dwu sond minisa-
telitarnych (33.6 i
33.15) do frag-
mentéw bedacych
produktami trawie-
nia DNA enzyma-
mi restrykcyjnymi,
doprowadzita do
uzyskania powta-
rzalnych polimor-
ficznych wzoréw
prazkowych DNA
fingerprinting dla
kazdej z badanych
populacji o wyso-
kim poziomie zréz-
nicowania miedzy-
osobniczego. Wzo-
ry prazkowe DNA
fingerprinting po-
szczegdinych osob-
nikéw badanej po-
pulacji zostaty wy-
korzystane do o-
szacowania czes-
tosci pragzkéw i in-
deksu podobienst-
Rys. 1. Reprezentatywne wzory DNA finger- .
printing badanych odmian ge¢si: Z - zators-
kiej, P — pomorskiej, K — kartuskiej, Pk —
podkarpackiej, G — garbonosej, S — suwal-
skiej, Dz - gesi dzikiej (Anser anser). Lumi-
nogram hybrydyzaciji fragmentéw DNA tra-
wionego enzymem restrykcyjnym Hinfi
z sonda 33.6

ZPKPKZ G S W

Hinf 1/ 33.6

Dla gesi zator-
skiej oszacowano
najwieksze warto-
éci indeksu podo-
bienstwa oraz naj-
mniejszg wartosé
Sredniej heterozy-
gotycznoéci w poréwnaniu do pozostalych stad. Takze po-
zostate wskazniki zmiennosci, jak liczba prgzkéw, liczba po-
limorficznych loci i czesto$¢ alleli wskazuje na to, ze popula-
cja gesi zatorskiej utracita cze$¢ zasobdw zmiennosci gene-
tycznej w poréwnaniu do odmian wyjsciowych. Fakt ten moz-
na wigza¢ z prowadzeniem selekcji w stadzie o matej liczeb-
nosci. Ponadto, po dtugoletnim okresie selekcji prowadzonej
w zamknietym stadzie, populacja gesi zatorskiej zachowata
najwiekszy poziom podobienstwa do gesi podkarpackiej. We
wzorach DNA fingerprinting reprezentatywnych dla gesi za-
torskiej nie zidentyfikowano zadnych prgzkéw charakterys-
tycznych dla poszczegélnych populacji odmian wyjsciowych.
Najwyzsza zmienno$¢ sposrdéd badanych populacji gesi od-
mian rodzimych zachowuje ge$ suwalska. Wyzsze wartoSci
parametrow uzyskano tylko w populacji gesi dzikiej. Gesi kar-
tuskie i pomorskie cechujg zblizone wartosci ocenianych pa-
rametrow.
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Wzory prazkowe osobnikéw odmiany garbonosej charak-
teryzuja si¢ obecnoscig specyficznych prazkéw nie wystepu-
jacych u zadnej innej odmiany. Te charakterystyczne prazki
pochodza prawdopodobnie od gesi dzikiej Anser cygnoides.
Analiza prazkéw DNA izolowanych z wymieszanej réwnej i-
losci krwi 15 osobnikéw losowo wybranych z kazdej popula-
cji, postuzyta do okreslenia wzajemnych zaleznoéci genetycz-
nych (rys. 1). Zastosowanie reprezentatywnych wzoréw po-
pulacyjnych pozwolito na jednoczesne poréwnanie i okresle-
nie indeksu podobiefstwa pomiedzy nimi, tzw. band sharing
(BS). Dystans genetyczny oszacowany na podstawie indek-
séw podobienstwa wzoréw DNA fingerprinting, odzwiercie-
dlajgcy pochodzenie i wzajemne relacje, taczacy badane od-
miany gesi przedstawiono na rysunku 2.
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Rys. 2. Graficzna prezentacja zalezno$ci pomigdzy badanymi od-
mianami i rasami gesi (GAR. — garbonosa, DZIKA - Anser anser,
POD. - podkarpacka, SUW. - suwalska, KAR. - kartuska, POM. -
pomorska, ZAT. — zatorska). Wykresy wykonano na podstawie
wartosci dystansu genetycznego (DL)

W wielu pracach stwierdzono liniowg zalezno$¢ pomiedzy
czestoscig prazkoéw i czestoscia alleli we wzorach DNA fin-
gerprinting populacji kur i indykéw a charakteryzujgcym je
wspoéiczynnikiem inbredu. Opracowane krzywe zaleznoéci
pomiedzy czestoscig alleli a wspétczynnikiem inbredu moga
by¢ wykorzystane do oceny populacji zwierzat o nieznanym
poziomie tego parametru. W naszych badaniach wykorzysta-
no to do okreélenia inbredu w jednym ze stad rezerwy gene-
tycznej gesi. Wspétczynnik inbredu okreélony tg metodg byt
nieco wyzszy niz obliczony metoda tradycyjng, wg wzoru
Wrighta.

W jednym ze stad rezerwy genetycznej, selekcjonowanym
w kierunku wysokiej niesnosci i masy ciata w 24 tygodniu zy-
cia, porébwnano reprezentatywne wzory pragzkowe DNA fin-
gerprinting gesi charakteryzujacych sie skrajnymi wartoscia-
mi tych cech. W celu identyfikacji ewentualnych prgzkéw
markerowych, poddano analizie preparaty DNA izolowanego
z mieszaniny krwi dziesieciu ptakoéw z kazdej grupy. Zidenty-
fikowano prazki réznicujace grupy ptakéw o najwyzszej i naj-
nizszej nieSnosci i masie ciata, ktére moga postuzyé jako
punkt odniesienia do identyfikacji sprzezen miedzy markera-
mi genetycznymi, w tym przypadku prazkami DNA fingerprin-
ting, a loci kontrolujgcymi cechy ilosciowe (QTL), jakimi jest
wigkszos¢ cech waznych gospodarczo.
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