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 sprzgzeniowe;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 miedzy 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 prawidiowej ochrony
i zachowania cietrzewia na catym obszarze jego wystepowa-
nia w tym regionie kraju.
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Poznawcze i aplikacyjne
zastosowania wynikow
badan mtDNA

Beata Prusak, Barbara Gralak,
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Grzegorz Grzybowski

IGIHZ PAN w Jastrzebcu

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, dwuniciowe] czgsteczki.
Dwie nici mtDNA 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-
cinkéw niekodujgcych. Sekwencja genomu mitochondrialne-
go czlowieka, z wlasciwg dla niej numeracjg nukleotydéw (1-
-16569), stosowana jest jako wzorzec poréwnawczy w bada-
niach kolejnych genomow mtDNA i stad okreélana 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). Szczegolnie 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 dziata bardzo efektywnie.

Wspomniane cechy oraz fakt, ze wystepowanie mutacj
w tzw. rejonie kontrolnym (okreslanym takze jako petla D)
okoto dziesieciokrotnie przewyzsza Srednig czesto$¢ 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. Zarbwno 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, miedzy 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 genow mitochondrialnych (COI — gen podjednostki pierw-
szej oksydazy cytochromowej).

Poza dziedzing taksonomii, gdzie mtDNA unikatowych o-
kazéw muzealnych mozna rozpoznac i scharakteryzowac 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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przyrody, nadzoér sanitarno-weterynaryjny, higiena zywnosci,
handel, wymiar sprawiedliwosci, a zwlaszcza w:

— badaniach dowodow rzeczowych w sprawach sadowych;
— kontroli zywnosci i produktow pochodzenia zwierzgcego;

— w logistyce ochrony przyrody, m.in. przy zapobieganiu
inwazjom gatunkéw obcych, ochronie zasobow genetycznych
zwierzat, monitorowaniu (re)introdukcji gatunkéw dzikozyja-
cych itp.

Wedtug kryteriow genetycznych i medyczno-sadowych, za
w5lad biologiczny” uzna¢ mozna kazdg probke zawierajacg
materiat biologiczny, przydatng do przeprowadzenia okreslo-
nego testu identyfikacyjnego. Z powyzszej definicji wynika,
ze istnieje wielka roznorodnosé éladoéw biologicznych, gdyz
kryteria te spetnia kazdy materiat w ktérym sa (lub byly) o-
becne komorki. Materiatem do analizy moga by¢ nie tylko
komorki krwi, fragmenty tkanek, §lina, wymazy z bton §luzo-
wych, wiosy itp., lecz takze Sladowe.ilosci ptynow ustrojo-
wych.

Mitochondrialny DNA jest szczegdlnym zwigzkiem charak-
teryzujgcym sie niezwykle powolng degradacija, co stwarza
mozliwoéci zdobywania genetycznych informacji niemozli-
wych do uzyskania innymi metodami. Natura budowy mtDNA,
sposob jego dziedziczenia (w linii zenskiej), a zwtaszcza faklt,
ze jego zrodtem mogg by¢ szczatki kopalne lub materiat ar-
chiwalny (w ktorym genomowy DNA ulegt juz kompletnej lub
daleko posunietej degradaciji) sprawia, ze polimorfizm mtDNA
jest obiektem szczegoélnego zainteresowania w dziedzinie ok-
reSlanej jako filogenetyka molekularna. Mozliwe jest takze
nowe podejscie badawcze nawet do zagadnien metodycznie
trudnych, takich jak biologia nisz ekologicznych czy zobiekty-
wizowane genetyczne $ledzenie populacji matych ssakow,
zasiedlajgcych rézne enklawy srodowiskowe. Przyktadem
niekonwencjonalnego podejscia badawczego moze tu byc
wykorzystanie, jako zrodia DNA, tzw. wypluwek z zolgdkow
ptakéw drapieznych. Materiat taki mozna z powodzeniem
wykorzysta¢ do molekularnego penetrowania i charakterysty-
ki populacji gryzoni obsadzajacych dang nisze ekologiczna,.

Prowadzone w IGiHZ PAN w Jastrzebcu badania polimor-
fizmu mtDNA, sa zbiezne z dziataniami na rzecz bezpieczen-
stwa zycia i zywnosci, tj. priorytetami ostatnich Programow
Ramowych Badan, Rozwoju Technologicznego i Prezentaciji
Unii Europejskiej. Zwierzeta sg coraz czesciej przedmiotami
i narzedziami takich sytuacji, jak: wypadki drogowe, ktusow-
nictwo, znecanie sie i zabroniony handel zwierzetami itp.
W niektorych krajach, skory pséw i kotéw wykorzystuje sie
nielegalnie w przemysle futrzarskim, skéry egzotycznych we-
zy sg materiatem do wyrobu galanterii itp. Migracje ludnosci
(m.in. z Azji) sprzyjaja przenoszeniu do Europy nowych zwy-
czajow zywieniowych, takich jak: spozywanie miesa psow,
kotoéw, wezy, itp. Nasila sie miedzynarodowy nielegalny han-
del gingcymi gatunkami zwierzat i roslin, co, wedlug szacun-
kow Swiatowego Funduszu na Rzecz Przyrody, przynosi zys-
ki poréwnywalne do handlu narkotykami i bronig. Wykorzys-
tanie tradycyjnych metod diagnostycznych do monitorowania
tych zjawisk nie jest mozliwe, poniewaz jedynym materiatem
do badan identyfikacyjnych jest czesto Slad biologiczny (frag-
ment zeba, szczatki kosci lub tkanek migkkich, skéra, wiosy,
piéra, plamy krwi itp.). Przy ustalaniu pochodzenia takiego
materiatu w sprawach sgdowych, rekomendowane sg analizy
polimorfizmu mtDNA. Na przykiad, w zakresie nadzoru nad
pochodzeniem migsa i innych produktéw konsumpcyjnych
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pochodzenia zwierzecego, dotychczasowe proby zastosowa-
nia technik molekularnych, opierano gtownie na analizie
PCR-RFLP. Ukierunkowanie tych analiz na rozpoznawanie
materiatu pochodzacego tylko od wybranych (tradycyjnych)
gatunkéw zwierzat gospodarskich sprawia, ze zadnej nie
mozna zastosowaé do réznicowej diagnostyki $ladéw ludz-
kich i zwierzegcych.

W dotychczasowych badaniach wiasnych weryfikowano
przydatnoé¢ analizy sekwencji genu cytochromu b (eytb) do
okresélania pochodzenia §ladéw biologicznych zwierzat i lu-
dzi. Przy wyborze do badan identyfikacyjnych tego modelu
kierowano sige nastepujacymi przestankami. Procedura iden-
tyfikacji gatunkowego pochodzenia anonimowego $ladu po-
winna przede wszystkim gwarantowa¢ mozliwosé rozréznie-
nia miedzy duzg liczbg gatunkéw, od ktérych moga pocho-
dzi¢ anonimowe S§lady biologiczne. Wybrany do analizy re-
gion genomu powinien zatem charakteryzowac sig kumulo-
waniem mutacji w takim tempie, aby nawet gatunki ze sobg
spokrewnione posiadaty unikalng sekwencje nukleotydowa.
Nie moze to by¢ jednak region kumulujgcy mutacje wyjatko-
wo szybko, aby wygenerowana w ten sposéb duza zmien-
nosé w obrebie gatunku nie zaciemniata lub wrecz uniemoz-
liwiata dokonanie wiarygodnego rozroznienia migdzy gatun-
kami. Ponadto region mtDNA obrany do analizy powinien by¢
na tyle duzy, aby istnialo maksymalne prawdopodobienstwo
wystapienia réznic w sekwencji umozliwiajacych uchwycenie
zmiennoéci migdzy gatunkami. W badaniach wtasnych wyka-
zano, ze poziom zmienno$ci miedzygatunkowej w genie cy-
tochromu b pozwala na rozroznienie prébek pochodzgcych
nawet od blisko spokrewnionych gatunkow. Nalezatoby takze
stwierdzi¢ czy w genetycznych bazach danych znajduje sig
dostatecznie duzo informacji o polimorfizmie danego regionu
DNA, ktore mozna by wykorzysta¢ w badaniach wtasnych,
bez koniecznosci przeprowadzania odrebnych analiz. Ten os-
tatni element ma duze praktyczne znaczenie, poniewaz iden-
tyfikacja anonimowych $ladéw wigze sig z koniecznoscig po-
rownywania uzyskanej sekwencji z wieloma sekwencjami
o znanym pochodzeniu, w celu znalezienia najbardziej zbli-
zonego odpowiednika.

Gen cytochromu b ma wielkos¢ 1141 par zasad i koduje
biatko zlozone z 380 aminokwasow, bedace elementem llI
kompleksu oksydacyjnofosforylacyjnego (kompleks bci).
Kompleks bcq sktada sie z 11 polipeptydowych podjednostek,
a cytochrom b jest jedynym polipeptydem kompleksu, kodo-
wanym przez mtDNA. Charakteryzuje sie wysokg konserwa-
tywnoscia, co wynika z faktu, ze proces oddychania komor-
kowego jest kluczowym procesem warunkujgcym funkcjono-
wanie organizmu, zatem mutacje znacznie upo$ledzajace
biologiczng funkcje tego biatka sg zwykle letalne. Gen cytb
jest zatem elementem jednego z najstarszych ewolucyjnie
atrybutow Zzycia, jakim jest tzw. oddychanie metaboliczne.
Mozna przypuszczaé, ze niezaleznie od trwatych zmian
w sekwencji genu cytb, kumulowanych na skutek braku nie-
ktorych mechanizmow naprawczych podczas replikacji
mtDNA, moga by¢ takze obecne zmiany bedace odzwiercie-
dleniem ksztattowania metabolicznego procesu oddychania,
towarzyszace wyodrebnianiu sie gatunkéw w roznym $rodo-
wisku i pod wplywem presji selekcji naturalnej, oddziatujgcej
w czasie zasiedlania nowych nisz ekologicznych. Na tej pod-
stawie mozna zaktada¢, ze u poszczegolnych gatunkéw wy-
stepowa¢ moze charakterystyczny obraz sekwencji cytb
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mtDNA, co mozna by wykorzystac¢ jako element odtwarzania
filogenetycznego drzewa gatunkéw.

Kierujac sie powyzszymi przestankami, przydatnoéé po-
rownawczej analizy polimorfizmu sekwencji genu cytb w nad-
zorze weterynaryjnym oraz w badaniach sgdowych okreslono
na podstawie:

— stopnia niezawodnosci odrdznienia Sladu ludzkiego od
$ladu zwierzecego,

— sity dyskryminaciji przy rozroznianiu §ladéw pochodzg-
cych od gatunkéw ewolucyjnie pokrewnych (bydio domowe,
zubr, bizon). .

Prébkami referencyjnymi pochodzgcymi od ludzi byly who-
sy pobrane od dwoch dorostych oséb. Natomiast materiat
zwierzegcy stanowily probki siersci bizonow, zubrow, prébki
siersci bydta zebu z Indii, probki krwi od krow rasy polskiej
czerwonej i biatogrzbietej z hodowli zachowawczej, a takze
roznego rodzaju tkanki stanowigce materiat archiwalny. Mito-
chondrialny DNA ekstrahowano z probek wedtug procedury
organicznej, modyfikujac metodyke w zaleznosci od rodzaju
analizowanego $ladu.

Amplifikowano i sekwencjonowano fragment genu cytb
o wielkoéci ok. 300 par zasad (14897-15170, wg numeragji
referencyjnej sekwencji ludzkiego mtDNA). Kodowana przez
ten region sekwencja aminokwasow zlokalizowana jest w po-
czgtkowej czeéci czgsteczki cytochromu b (migdzy 52 a 143
aminokwasem). Region ten uwaza sie za najbardziej informa-
tywny w zakresie obecnoéci podstawien nukleotydowych, u-
mozliwiajacych réznicowanie gatunkéw oraz okreélanie ge-
netycznych i ewolucyjnych relacji miedzy taksonami.

wencje identyczne lub o podobienstwie przekraczajgcym
99%. Fakt ten dowodzi, ze wyniki sekwencjonowania DNA,
uzyskiwane wedtug stosowanej procedury, sg w petni wiary-
godne i moga by¢ wykorzystane do miedzynarodowej wymia-
ny informacji o polimorfizmie genu cytb mtDNA u ludzi z réz-
nych grup etnicznych oraz u gatunkdéw Swiatowej fauny.
Niezawodnoé¢ zidentyfikowania Sladu biologicznego zale-
zy od sity dyskryminacji analizowanego uktadu genetycznego,
zatem gtébwnym kryterium wyboru genu (lub jego fragmentu)
do analizy jest mozliwo$¢ rozroznienia miedzy duzg liczbg
gatunkéw nawet blisko spokrewnionych. W przypadku sek-
wencji genu cytb mtDNA, site dyskryminacji mozna ogolnie
zdefiniowa¢ jako prawdopodobienstwo, ze dwa losowo wy-
brane gatunki nie beda miaty identycznej sekwencji. W bada-
niach dowodow rzeczowych w sprawach sgdowych najistot-
niejsze jest niezawodne odroznienie §ladu ludzkiego od sladu
zwierzecego, co jest podstawowym warunkiem dla wiasciwe-
go ukierunkowania postgpowania. Natomiast z punktu widze-
nia oceny skutecznosci procedury identyfikacyjnej i mozli-
wosci jej wykorzystywania w nadzorze nad produktami po-
chodzenia zwierzecego, site dyskryminacji zdefiniowaé moz-
na jako prawdopodobienstwo rozréznienia miedzy gatunkami
pokrewnymi. Podobienstwo migdzy sekwencjami, oszacowa-
ne na podstawie liczby pozycji zmiennych, waha sie w grani-
cach od 73% (cztowiek <+ zubr) do 76% (czfowiek <> bizon).
Natomiast w przypadkach wzajemnych poréwnan miedzy ga-
tunkami plemienia bovini (gatunki blisko spokrewnione) podo-
bienstwo dochodzi prawie do 95%. Warto podkresli¢, ze po-
ziom zmiennosci wewnatrzgatunkowej zawiera sie w prze-
dziale od 0,25% do 2,74%, a poziom zmiennosci migdzyga-
tunkowej — w przedziale od 5,47% do 34,83%.
Pojedyncze réznice w sekwencji nukleotydowej

Tabela

Poréwnanie sekwencji nukleotydowej fragmentu genu cytb mtDNA u badanych w genie cytochromu b, u osobnikéw nalezgcych
gatunkow (%) do tego samego gatunku, wystepujg zwtaszcza
u gatunkéw o duzym zasiegu geograficznym.
Bydio domowe  Bydio domowe  Bydio Po przemianowaniu sekwencji nukleotydowych
Gatunek Zubr  Bizon (rasa polska (rasa domowe Czlowiek na sekwencje aminokwasow w biatku cytochro-
czerwona) bialogrzbieta)  (zebu) mu b, podobienstwo jest jeszcze wyzsze, a mig-
_ dzy niektérymi gatunkami plemienia bovini— cat-
Zubr = 91 92 92 92 i kowite (zasada supertolerancji w mitochondrial-

Bizon 91 - 94 94 94 76 nym kodzie genetycznym).
Bydio domowe W tabeli przedstawiono liczbe podstawien
(rasa polska nukleotydowych roznigcych sekwencje analizo-
czerwona) 92 94 = 100 100 77 wanych gatunkéw. Sekwencja czlowieka rdzni
Bydto domowe sie od pozostatych gatunkéw okoto 70 podstawie-
(rasa niami, co dowodzi iz prawdopodobienstwo traf-
biatogrzbieta) 92 94 100 - 100 77 nego rozréznienia tych §ladéw jest tozsame
Bydfo domowe z pewnoscig. Wprawdzie w obrebie pokrewnych
(zebu) 92 94 100 100 = 77 gatunkow plemienia bovini, liczba réznic w skia-
Czlowiek 75 76 77 77 77 - dzie nukleotydowym sekwencji jest nizsza

Gatunkowa specyfike zidentyfikowanych sekwencji weryfi-
kowano poprzez przeszukiwanie bazy danych GenBank i po-
réownywano w zakresie wszystkich par zasad, wykorzystujac
opcjg standard nucleotide-nucleotide programu BLAST.

Uzyskano jednoznaczny odczyt wszystkich pozycji w sek-
wencji DNA. Wiarygodnos¢ wynikéw sekwencjonowania zwe-
ryfikowano poprzez poréwnanie sekwencji ,wtasnych” z o-
publikowanymi przez innych autordbw w $wiatowej bazie da-
nych GenBank. Dla wszystkich gatunkéw znaleziono sek-
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(tab.), lecz na tyle wysoka, ze umozliwia wiary-
godne rozréznienie pochodzenia §ladéw. Na
przyktad wystgpienie az 22 réznic w analizowa-
nym fragmencie genu cytb u zubrow i bizonéow dowodzi, ze
sita dyskryminacji przy rozpoznawaniu probek, pochodzacych
od osobnikéw nawet z pokrewnych grup taksonomicznych,
jest olbrzymia, a prawdopodobienstwo spotkania dwoch ga-
tunkow o identycznej sekwencji jest praktycznie niemozliwe.
Stwarza to mozliwos¢ szerokiego wykorzystania analizy sek-
wencji genu cytb mtDNA do réznicowej identyfikaciji anonimo-
wych probek (sladéw) biologicznych, pochodzacych od wielu
gatunkéw.
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