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MAREK SWITONSKI

Postepy genomiki
zwierzat domowych

Ogromny wzrost produkcyjnosci zwierzat gospodarskich, ktéry mial miejsce w XX
wieku, mozliwy byt dzieki zastosowaniu osiagniec nauk zootechnicznych i biologicznych.
Najwieksze znaczenie miat postep z zakresu: (1) genetyki cech ilo$ciowych (w tym m.in.
metod statystycznych wykorzystanych do oceny warto$ci hodowlanej), (2) nauk o zywie-
niu zwierzat oraz (3) biotechnik rozrodu (inseminacja, kriokonserwacja plemnikéw,
przenoszenie zarodkéw itp.) umozliwiajacych uzyskanie licznego potomstwa od zwierzat
0 wyrdzniajacej sie wartosci hodowlanej. Obecnie przewiduje sie, ze dalszy postep w ho-
dowli zwierzat bedzie w coraz wiekszym stopniu opierat sie na wiedzy o molekularnym
podtozu zmienno$ci cech produkcyjnych.

Na poczatku lat 80. XX wieku rozpoczeto wprowadzanie na szeroka skale do badan
genetycznych technik biologii molekularnej, m.in. klonowanie molekularne (biblioteki
genomowe ), amplifikacja krétkich fragmentéw DNA za pomoca PCR, sekwencjonowanie
DNA (w tym automatyzacja tej techniki), hybrydyzacja in situ oraz wykrywanie polimor-
fizmu sekwencji powtarzalnych (gléwnie mikrosatelitarnych). Szeroki wachlarz nowych
technik oraz dynamiczny rozwdj bioinformatyki umozliwil podjecie badan dotyczacych
organizacji i funkcjonowania genoméw. W ten sposéb wyodrebnila sie nowa dyscyplina
- genomika. Umownie mozna przyjac, ze powstala ona w 1987 r. We wrzesniu tego
roku ukazal sie pierwszy numer czasopisma ,Genomics”, a artykul V.A. McKusicka
i F.H. Ruddle’a, otwierajacy ten numer, miat symboliczny tytul: A new discipline, a new
name, a new journal.

W obrebie genomiki wyodrebnia sie dwa gléwne nurty badawcze. Pierwszy, okres-
lany terminem genomiki strukturalnej, dotyczy organizacji i sekwencji genomu. Drugi,
to genomika funkcjonalna, ktérej obszarem zainteresowania sa procesy zwiazane z eks-
presja genéw. Genom eukariontéw moze byc badany na réznych poziomach organizacji
- poczawszy od ustalenia wzorca kariotypu, przez tworzenie map genomowych i skoni-
czywszy na poznaniu sekwencji nukleotydowej. Wazna role odgrywajg réwniez badania
porownawcze map markerowych, jak i sekwencji nukleotydowych (genomika poréwnaw-

Prof. dr hab. Marek Switoriski, Katedra Genetyki i Podstaw Hodowli Zwierzat, Wydziat Hodowli
i Biologii Zwierzat, Akademia Rolnicza im. Augusta Cieszkowskiego w Poznaniu



28 Marek Switoriski

cza) oraz opis polimorfizmu DNA. Z kolei genomika funkcjonalna skupia sie na kolej-
nych etapach ekspresji genéw, tzn. transkrypcji (transkryptomika) i translacji (proteo-
mika) oraz powstajacych metabolitéw, w wyniku dzialania produktéw ekspresji genéw
(metabolomika). W ostatnich latach coraz wiekszym zainteresowaniem cieszy sie epige-
nomika, ktéra w pewnym stopniu laczy kwestie struktury i funkcjonowania genomu.
Gléwnymi procesami epigenetycznymi sa: modyfikacja DNA (metylacja cytozyn),
modyfikacje bialek histonowych (np. fosforylacja, acetylacja) odpowiedzialnych za two-
rzenie nici chromatynowej oraz rozmieszczenie terytoriéw chromosomowych w jadrze
interfazowym (architektura jadra interfazowego).

W odniesieniu do zwierzat domowych znaczacy postep odnotowano dotad w zakre-
sie genomiki strukturalnej. Natomiast genomika funkcjonalna znajduje sie na poczatko-
wym etapie, a wiekszo$¢ podejmowanych badan dotyczy transkryptomiki. W niniejszym
artykule przedstawione zostang wybrane osiagniecia genomiki zwierzat domowych,
ktore majg istotne znaczenie w hodowli zwierzat. Zwrdcono réwniez uwage na wybrane
osiagniecia krajowych zespoléw badawczych.

Genomika strukturalna

Poczatkéw genomiki strukturalnej mozna upatrywac w opisie zestawu chromoso-
mowego, charakterystycznego dla danego gatunku. Zaskakujace jest to, ze wiedza
o chromosomach ssakéw, z powodu braku wiarygodnych technik badawczych, rozwijala
sie do$¢ wolno. Dowodem moze by¢ fakt, ze liczbe chromosoméw czlowieka (21 = 46)
ustalono dopiero w grudniu 1955 r., a opublikowano w 1956 r. w skandynawskim czaso-
pi$mie genetycznym - ,Hereditas”. O donioslosci tego osiagniecia $wiadczy wmurowa-
nie w 2003 r. tablicy pamiatkowej na Uniwersytecie w Lund (Szwecja), gdzie dokonano
tego odkrycia (Limon, 2004).

Wzorzec kariotypu

W badaniach nad organizacjg genomu danego gatunku wazne znaczenie odgrywa
wiedza o wzorcu jego kariotypu. Wzorzec to rodzaj miedzynarodowej umowy dotyczacej
identyfikacji par chromosoméw homologicznych w komérkach somatycznych. Z jednej
strony jest on podstawowym narzedziem diagnostyki nieprawidlowosci chromosomo-
wych, a z drugiej jest punktem wyjscia do tworzenia markerowej mapy oraz ustalenia
sekwencji nukleotydowej danego chromosomu. Warto zauwazy¢, ze uzgodnienie wzor-
cow kariotypowych bylo mozliwe dopiero na przelomie lat 60. 1 70. XX w., kiedy opraco-
wano techniki prazkowego barwienia chromosoméw. Pierwsze wzorce dla kilku gatun-
kéw zwierzat gospodarskich, oparte o barwienia technika prazkéw G, przedstawiono
w 1976 r. na konferencji w Reading, W. Brytania. Uzgodnienia te opublikowano w ,He-
reditas”, w 1980 r. W nastepnych latach ukazaly sie zmodyfikowane wersje wzorcéw
($winia - 1988, bydto, owca i koza - 2001, koni — 1997 i kot — 1980) oraz wzorce dla ga-
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tunkéw, ktére wezesniej nie byly uzgodnione (krélik — 1981, lis pospolity — 1985, lis po-
larny - 1985, pies - 1996 i 1999, kura - 1999 i jenot chiriski — 2002) (Switoriski i wsp.,
2006).

Markerowa mapa genomu

Skoordynowane wysitki majace na celu zbudowanie wysoce nasyconych markero-
wych map genoméw zwierzat domowych zostaly uruchomione w pierwszej polowie lat
90. XX w. Pierwszy europejski program ruszyl w 1991 r. i dotyczyl genomu $wini
domowej (PigMap), a w $lad za nim powstat podobny - dla genomu bydta (BovMap).
W 1993 r. powstalo miedzynarodowe konsorcjum, ktére postawilo sobie za cel zbudo-
wanie mapy genomu psa (DogMap). Programy te mialy podobne zalozenie, czyli utwo-
rzenie mapy genetycznej (sprzezeniowej), zawierajacej mozliwie duza liczbe polimor-
ficznych Joci markerowych oraz mapy fizycznej (cytogenetycznej), na ktérej wskazana
bedzie lokalizacja ograniczonej liczby markerdw, rozproszonych w miare réwnomiernie
wzdtuz calego chromosomu. Poczatkowo wiekszo$c lokalizowanych markeréw genetycz-
nych stanowily anonimowe, polimorficzne sekwencje mikrosatelitarne. Z czasem coraz
wiecej uwagi poswiecano ustalaniu polozenia genéw w chromosomach. Przykladem
moze by¢ lokalizacja rodziny genéw wiazacych kwasy tluszczowe (ang. FABP- fatty acid
binding proteins). Obejmuje ona osiem genéw, ktére za pomoca techniki FISH zlokalizo-
wano w pieciu chromosomach $wini domowej (ryc. 1), a trzy z nich (FABP4, FABP5
i FABFS) polozone sa bardzo blisko siebie w chromosomie 4 (Szczerbal i wsp., 2007).

— F4BP3

(a) (b)

Ryc. 1. Lokalizacja fizyczna genu FABP3 (H-FABP) w chromosomie 6. $wini domowej:

(a) chromosomy metafazowe barwione technika prazkéw Q,

(b) ta sam plytka metafazowa po hybrydyzacji z sondg molekularna (BAC),
zawierajacg gen FABPS3,

(c) idiogram chromosomu 6. ze wskazanym potozeniem locus FABP3
(fot. Izabela Szczerbal).
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W okresie minionych 15 lat powstaly wysoce nasycone markerami genetycznymi mapy
genomow wielu gatunkéw zwierzat domowych, a w tym bydta, $wini, psa, owcy, kozy, konia
1 kury. Liczba polimorficznych markeréw genetycznych o znanej lokalizacji genetycznej
i (lub) fizycznej liczona jest dla niektérych gatunkéw juz w tysiacach: bydlo — ponad 5500
(Itoh i wsp., 2005), $winia — ponad 4500 (Karlskov-Mortensen i wsp., 2007), kori — prawie
3000 (Stubs i Distl, 2007) lub pies — ponad 4200 (Breen i wsp., 2004).

Kolejnym etapem budowania map stala sie lokalizacja chromosomowa sklonowa-
nych w bibliotekach genomowych fragmentéw DNA, ktére byly wykorzystane w progra-
mach sekwencjonownia. W ten sposéb integrowana jest wiedza o sekwencji nukleotydo-
wej z markerowa mapa genomu danego gatunku. Przykladem moze by¢ zmapowanie
w genomie bydla ponad 290 tys. fragmentéw DNA, pochodzacych z biblioteki genomo-
wej utworzonej w wektorze BAC (ang. Bacterial Artificial Chromosome, czyli tzw.
sztuczny chromosom bakteryjny) (Snelling i wsp., 2007).

Porownawcze mapy genomu

Poréwnywanie organizacji genoméw réznych gatunkéw ssakow istotnie przyczynito
sie do rozwoju genomiki strukturalnej. W potowie lat 90. XX wieku zastosowano do
badari genomdéw zwierzat domowych technike poréwnawczego malowania chromo-
somow (ang. comparative chromosome painting). Jej istota jest wykorzystanie sond
specyficznych dla konkretnego chromosomu (tzw. sond malujacych) jednego gatunku
w procedurze fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) na preparatach cytogene-
tycznych pochodzacych od innego gatunku. Metoda ta pozwala na uwidocznienie na pre-
paracie cytogenetycznym fragmentéw chromosomowych, ktére zawieraja sekwencje
komplementarne do tych, ktére znajdujg sie w sondzie malujacej. W ten sposéb mozna
wskazad, jakie rearanzacje chromosomowe zaszly w trakcie ewolucji genomdéw, a takze
przewidywad, jakie geny znajduja sie we fragmentach chromosomowych badanego ga-
tunku, ktdére sa ,pomalowane” sonda chromosomu, ktérego sekwencja nukleotydowa
i mapa genowa jest poznana — np. czlowieka (Ferguson-Smith i Trifonov, 2007).

Poczatkowo stosowano sondy dla chromosoméw czlowieka na preparatach cyto-
genetycznych uzyskanych dla bydla, $wini, konia i psa. Pod koniec lat 90. XX w. udato
sie uzyskac sondy chromosomowe dla réznych gatunkéw zwierzat domowych, np.: byd-
Ia, $wini, konia, psa i lisa pospolitego. Dzieki temu mozliwe stalo sie tzw. wzajemne ma-
lowanie chromosoméw — np. sondy malujace dla chromosoméw psa zastosowano na
preparatach chromosomowych kota i odwrotnie sondy chromosomowo-specyficzne kota
na preparatach pochodzacych od psa (Yang i wsp., 2000). Tak wykonane badania ujaw-
nily w kariotypie kota (7= 19) 68 ewolucyjnie konserwatywnych segmentéw, ktére zos-
taly uwidocznione przy pomocy sond chromosomowo-specyficznych psa (z=39). Bada-
nia przeprowadzone w odwrotnym kierunku ujawnily 65 takich segmentéw w genomie
psa, po hybrydyzacji z sondami chromosomowymi kota.
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Technika poréwnawczego malowania chromosoméw ma jednak istotne ograni-
czenia. Po pierwsze, nie wykrywa ona rearanzacji wewnatrzchromosomowych (np.
inwersji). Po drugie, jej rozdzielczosc jest na poziomie kilku milionéw par zasad. Ozna-
cza to, ze translokacje chromosomowe obejmujace fragmenty o dlugosci mniejszej niz
3-4 mln par zasad nie sa wykrywane. Dlatego tez poréwnawcze mapy genomowe budo-
wane s réwniez poprzez analize rozmieszczenia /oci markeréw genetycznych. Przy-
kladowo, lokalizacja technikg FISH zestawu sond molekularnych, zawierajacych sek-
wencje znanych markeréw genetycznych, pozwala na wskazanie ich uszeregowania
w odpowiadajacych sobie chromosomach dwoch gatunkéw. Poréwnanie takie moze
ujawnic przypadki rearanzacji wewnatrzchromosomowych, jak to wykazano po zasto-
sowaniu sond molekularnych, pochodzacych z biblioteki genomowej psa, w mapowaniu
cytogenetycznym genomow trzech gatunkow z rodziny psowatych: psa, lisa polarnego
i jenota chiriskiego (Szczerbal i wsp., 2003). Okazalo sie, ze w odpowiadajacych sobie
ramionach chromosomowych, zidentyfikowanych wczeéniej przy pomocy techniki
poréwnawczego malowania chromosomdéw, niekiedy odwrécone jest uszeregowanie Joci
markerowych. Obserwacja ta dowodzi, ze w trakcie ewolucji kariotypéw tych gatunkéw
dochodzilo takze do inwersji calych ramion chromosomowych.

Sekwencja genomu

Zakorczenie w 2001r. podstawowego etapu sekwencjonowania genomu czlowieka
stworzylo mozliwosci do podjecia tego typu badan w odniesieniu do gatunkéw zwierzat
domowych/gospodarskich. Do chwili obecnej poznano sekwencje genomu szesciu ga-
tunkéw (tabela 1), a kolejnym, ktérego sekwencja bedzie ogloszona w najblizszej
przysziosci (prawdopodobnie w I pol. 2008 r.), bedzie $winia domowa.

Tabela 1. Gatunki zwierzat domowych/gospodarskich, dla ktérych poznano sekwencje genomu
(na podstawie: International Chicken Genome Sequencing Consortium 2004; Lindblad-Toh
i wsp., 2005; The Honeybee Genome Sequencing Consortium 2006; Pontius i wsp., 2007)

Haploidalna Wielko$é Doktadno$é | Rok, w ktérym
Gatunek liczba genomu sekwencjo- poznano
chromosoméw () (mld par zasad) nowania (X) sekwencje

ies 39 2,4 1,5 2003
P 2,4 7,5 2005
30 3,0 3,3 2004
bydio 3,1 7,1 2007
kura 39 1,1 6,6 2004
pszczola miodna 16 0,3 7,5 2006
koni 32 2,7 6,8 2007
kot 19 2,7 1,9 2007
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Zwraca uwage to, ze dokladno$c sekwencjonowania, wyrazona przecietna liczba sekwen-
cjonowarn kazdego nukleotydu, ma taki sam poziom jak w przypadku genomu czlowieka
czy myszy i oscyluje w okolicach warto$ci 7X.

Podobnie jak w genomie czlowieka, takze w genomie innych ssakéw przewidywana
liczba genéw kodujacych biatka zawiera sie w zakresie od 20 do 23 tys. Najmniejszg
liczbe genéw oszacowano w genomie psa — 19 700, a najwyzsza w genomie bydla
- 22 700. W genomie kury liczba ta miesci sie w tym samym zakresie jak u ssakéw,
natomiast w genomie pszczoly miodnej jest znacznie nizsza i wynosi 11 500.

Poréwnanie sekwencji genomu modelowych zwierzat laboratoryjnych (mysz i szczur)
z genomami innych ssakéw (czlowiek, bydlo, pies i kot) ujawnilo znaczgce réznice w za-
kresie podobienstwa sekwencji nukleotydowych. Przykladowo, sekwencje kodujace w ge-
nomie kota sa bardziej podobne do sekwencji kodujacych w genomie psa (65%), bydia
(62%) 1 czlowieka (59%), anizeli szczura (40%) 1 myszy (34%) (Pontius i wsp., 2007).

Badania sekwencji genomu dostarczaja wiele informacji na temat polimorfizmu
DNA oraz wystepowania blokéw haplotypowych, w ktérych rekombinacje genetyczne
wystepuja z bardzo niska czestoscia. Jednym z efektéw programéw sekwencjonowania
genomu jest wykrycie duzej liczby polimorfizméw typu SNP (ang. single nucleotide
polymorphism), np. ponad 2,5 mIn w genomie psa i okoto 2 mln w genomie bydla. Licz-
ba tych polimorfizméw z pewnoscia zwiekszy sie wraz ze wzrostem liczby osobnikéw,
ktérych genom bedzie zsekwencjonowany. Badanie ponad 15 tys. polimorfizméw SNP
w genomie bydla ujawnilo wystepowanie 727 blokéw haplotypowych, obejmujacych co
najmniej trzy miejsca polimorficzne SNP, a srednia dlugo$¢ takiego bloku wyniosta pra-
wie 70 tys pz. (Khatkar i wsp., 2007). Nalezy podkreslié, ze identyfikacja blokéw haplo-
typowych ma duze znaczenie praktyczne w poszukiwaniu sprzezenia miedzy markerem
o znanym potozeniu w genomie i nieznanym /ocus genu, ktéry ma zwiazek z okres§lonym
fenotypem (np. choroba genetyczna, zmiennosé cechy ilosciowe;).

Polimorfizm DNA i poszukiwanie mutacji odpowiedzialnych za zmiennosc fenotypowa

Dostepnosé i automatyzacja technik molekularnych uruchomita nieomal lawinowe
zainteresowanie wykrywaniem polimorfizmu DNA oraz ocena jego zwiazku z cechami
uzytkowymi zwierzat. W latach 90. XX wieku koncentrowano sie na wykorzystaniu poli-
morfizmu krétkich sekwencji powtarzalnych (STR- short tandem repeats, inaczej sek-
wencje mikrosatelitarne), o znanej lokalizacji genomowej, do wskazywania regionéw
QTL (ang. quantitative trait locus), w ktorych spodziewana jest mutacja odpowiedzialna
za zmienno$¢ cech produkeyjnych (np. wydajno$é mleka, zawartos¢ miesa w tuszy, gru-
bos¢ stoniny, liczba prosiat w miocie itd). Badania takie prowadzono zazwyczaj w 3-po-
koleniowych rodzinach referencyjnych zalozonych przez osobniki rézniace sie fenotypo-
wo pod wzgledem analizowanych cech. Analiza dziedziczenia alleli markerowych oraz
ocena zmiennosci fenotypowej cech pozwalala na wskazanie regionéw QTL o zréznico-
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wanej dtugosci (od kilku do kilkudziesieciu centymorganéw — cM). Byl to pierwszy krok
na drodze zmierzajacej do wykrycia mutacji odpowiedzialnej za obserwowana zmien-
nos$é. Mutacje takie okresla sie czesto wspdlnym symbolem - QTN (ang. guantitative
trait nucleotide). Szeroko zakrojone badania z tego zakresu zaowocowaly identyfikacja
wielu regionéw QTL, a w przypadku niektérych z nich, czesto z wykorzystaniem poréw-
nawczej analizy genoméw, wskazano mutacje punktowe (QTN), ktére wywotuja duzy
efekt fenotypowy.

Poznanie podloza molekularnego zmienno$ci cech produkcyjnych ma szczegdlne
znaczenie w hodowli zwierzat gospodarskich. Do chwili obecnej opisano szereg mutacji
punktowych wplywajacych znaczaco na fenotyp (tabela 2). Klasycznym przykltadem wy-
korzystania skanowania genomu do poznania mutacji wykazujacej duzy wplyw na zmien-
nos¢ cechy poligenicznej (ilo$ciowej) byto poszukiwanie podloza molekularnego hyper-
trofii miesniowej w rasie belgijskiego bydta biekitnego. Cecha ta wywolana jest przez
gen recesywny. Skanowanie genomu zwierzat z rodziny referencyjnej, w ktérej poja-
wialy sie zwierzeta z hypertrofiag miesniowa, wskazalo, ze QTL dla tej cechy polozony
jest w chromosomie 2. bydta. Poréwnanie mapy tego fragmentu chromosomowego z od-
powiadajacym mu fragmentem ramienia krétkiego chromosomu 2. czlowieka pozwolito
na wytypowanie genéw kandydujacych, a wéréd nich genu kodujacego miostatyne. Bial-
ko to wplywa na hamowanie wzrostu widkien mie$niowych podczas rozwoju plodowego.
Sekwencjonowanie genu u zwierzat z hypertrofia ujawnilo delecje 11 nukleotydéw
w czeéci kodujacej genu (Grobet i wsp., 1997). Pézniejsze badania wykonane w innych
rasach bydla o uzytkowosci miesnej doprowadzily do wykrycia kolejnych mutacji tego
genu, réwniez odpowiedzialnych za hypertrofie mie$niowa.

Kiedy poréwnuje sie liczbe opisanych regionéw QTL w genomach zwierzat gospo-
darskich z liczba zidentyfikowanych QTN, to refleksja na razie nie jest entuzjastyczna,
co dobrze wyraza tytul artykulu sformulowany w zargonie bokserskim: ,, From QTL to
QTN identification in livestock — winning by points rather than knock-out’ (Ron i Wel-
ler, 2007). Potwierdzeniem tej opinii moze by¢ to, ze w genomie $wini wskazano prawie
1700 QTL dla dziesiatek cech dotyczacych uzytkowosci rzeznej, tucznej i rozptodowej,
a liczba zidentyfikowanych QTN nie przekracza 10 (Rothschild i wsp., 2007).

Ostra selekcja prowadzona w hodowli niektérych gatunkéw zwierzat gospodarskich
niesie ryzyko szybkiego rozprzestrzenienia w populacji niepozadanych gendw, w tym
i takich, ktére odpowiedzialne sg za choroby genetyczne. Szereg mutacji odpowiedzial-
nych za choroby genetyczne udalo sie opisaé na poziomie molekularnym, np. BLAD
(ang. Bovine Leukocyte Adhesion Deficiency) czy CVM (ang. Complex Veretebral Mal-
formation) w rasie holsztyrisko-fryzyjskiej bydta. W ostatnich miesiacach zidentyfikowa-
no mutacje wywotujacg wade rozwojowa (kartowato$c), znang juz od ponad 100 lat w ir-
landzkiej rasie bydla - dexter, dzieki zastosowaniu cze$ciowego skanowania genomu.



34

Marek Switoriski

Tabela 2. Przyklady cech iloSciowych, ktérych zmienno$c zalezy
w znaczacym stopniu od zidentyfikowanych mutacji punktowych

Cecha Gatunek Rasa Gen Symbol
genu
Cechy zwiazane
z uzytkowos$cia mleczna
bydto rézne a.cylotranlsferaza DGATI
diacyloglicerolu 1
zawarto$¢ tluszczu recentor hormonu
i biatka w mleku bydto rézne P GHR
wzrostu
bydto rézne receptor protaktyny PRLR
przydatnos$¢ mleka . .
. t k k
do produkcji sera bydto rézne appa kazeina CSN3
zawartosc biatka koza rézne alfa-S1-kazeina CSN1S1
w mleku
Cechy zwiazane
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Wspomniana wada spowodowana jest genem nie w petni dominujacym (D). W ukladzie
homozygoty dominujacej (DD ) wywoluje on efekt letalny, ze wzgledu na ciezkie zabu-
rzenia rozwojowe plodu. Z kolei zwierzeta heterozygotyczne (Dd) sa kartowate (cecha
pozadana przez hodowcéw tej rasy), a zwierzeta o genotypie dd maja prawidtowy feno-
typ. W celu ustalenia podloza molekularnego wady badaniom poddano rodzine referen-
cyjna, w ktdrej pojawily sie zdeformowane plody (poronione), zwierzeta karlowate oraz
normalne. Na podstawie wiedzy o podlozu molekularnym kartowatosci czlowieka i my-
szy wytypowano 11 genéw kandydujacych. Analizie molekularnej poddano 68 markeréw
mikrosatelitarnych polozonych w poblizu tych genéw w genomie bydta i wykazano, ze
allele markeréw lezacych w poblizu genu ACAN, kodujacego agrekan - biatko uczestni-
czace w budowie tkanki chrzestnej, segreguja razem z kartowato$cia i letalnoscia
znieksztalconych plodéw. Sekwencjonowanie genu u poronionych plodéw i kartowatych
zwierzat ujawnilo dwie mutacje odpowiedzialne za te wade - insercje czterech nukleo-
tydéw lub tranzycje C>T (Cavanagh i wsp., 2007).

W poszukiwaniach mutacji wywotujacych choroby genetyczne bardzo wazna role
odgrywa genomika poréwnawcza, jak to zaprezentowano powyzej. Dzieki temu wiedza
o molekularnych uwarunkowaniach choréb dziedzicznych zwierzat domowych poszerza
sie w szybkim tempie. Mozna to zaobserwowad, sledzac ogélnodostepna baze danych
OMIA - Online Mendelian Inheritance In Animals (http://omia.angis.org.au/). W 2005
roku ogélna liczba choréb genetycznych rozpoznanych na poziomie DNA u bydia, $wini,
konia, psa i kota wyniosta 92, a w tym bylo 38 (41%) choréb psa (Nicholas, 2005). Na
poczatku 2008 r. liczba ta wzrosta do 152, w tym 64 (42%) to choroby psa (http://omia.
angis.org.au/). Molekularny opis wielu choréb dziedzicznych psa w duzym stopniu za-
wdzieczamy temu, ze szeroko korzystano z wiedzy o analogicznych chorobach czlo-
wieka. Dzieki temu w wielu tak wytypowanych genach kandydujacych psa udalo sie
wykry¢ mutacje sprawcze. Warte podkreslenia jest to, ze dynamiczny rozwdj wiedzy
o genomie psa oraz podlozu jego chordb dziedzicznych stworzylo mozliwosci podjecia
prob terapii genowej w odniesieniu do kilku choréb. Niektdre z nich zakoriczyly sie po-
wodzeniem — np. dziedziczna dystrofia siatkéwki (odpowiednik dzieciecej §lepoty Lebe-
ra) czy mukopolisacharydoza typu VII. Tym samym pies stal sie bardzo waznym gatun-
kiem modelowym w badaniach biomedycznych (Switoriski i wsp., 2004).

Intensywne poszukiwania polimorfizmu w wytypowanych genach kandydujacych,
w oparciu o kryterium funkcji biologicznej kodowanych bialek i (lub) wiedze o wplywie
polimorfizmu takiego genu na zmienno$¢ cechy u innego gatunku, stalo sie czesto sto-
sowanym sposobem prowadzenia badan. Jak mozna sie bylo spodziewad, wiekszo$é
polimorfizméw nie ma wplywu na funkcje kodowanego biatka lub poziom ekspres;ji
genu. Niemniej jednak niektére polimorfizmy okazaly sie istotne z hodowlanego punktu
widzenia.
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Choroby prionowe staly sie ostatnio powaznym problemem zdrowotnym, w zwiazku
z pojawieniem sie w populacjach bydla choroby BSE (ang. Bovine Spongiform Ence-
phalopathy) oraz znana juz od XVIII w. trzesawka (ang. scrapie) w populacjach owiec.
Wiadomo, ze ich przyczyng jest przyjmowanie przez biatko prionowe nieprawidlowe]
struktury przestrzennej pod wplywem kontaktu z biatkiem nieprawidlowym. Poszuki-
wanie polimorfizmu w genie kodujacym biatko prionowe owcy przyniosto bardzo wazne
odkrycie, polegajace na wskazaniu, ze trzy polimorfizmy w obrebie tego genu powiazane
sa z podatnos$cia/opornoscia owiec na rozwoj trzesawki. Polimorfizmy te zmieniaja sek-
wencje aminokwaséw w pozycji kodonéw: 136 (alanina lub walina), 154 (arginina lub
histydyna)i 171 (glutamina lub arginina) i dziedzicza sie w formie haplotypéw. Haplotyp
ARR (alanina-arginina-arginina) zwiazany jest z wysoka opornoscia prawidlowego biatka
na przeksztalcenie w forme nieprawidlowa, podczas gdy haplotyp VRQ (walina-arginina-
glutamina) z najwyzsza wrazliwoscia (Gavier-Widen i wsp., 2005). Zalezno$¢ ta zostala
wykorzystana w pracach hodowlanych, ktérych celem jest zwiekszenie w stadach ho-
dowlanych czestosci zwierzat o genotypie warunkujacym oporno$é na rozwdj tej cho-
roby.

Analiza sekwencji nukleotydowych byla prowadzona w odniesieniu do wielu genéw
kandydujacych dla cech produkcyjnych. Wiekszos¢ wykrytych polimorfizméw nie byla
w spos6b powtarzalny powiazana ze zmiennoscia takich cech, a tylko nieliczne okazaly
sie obiecujace. W 2000 r. Kim i wsp. opublikowali wyniki badari polimorfizmu genu re-
ceptora typu 4 melanokortyny (MC4R) $wini, podjetych w zwiazku z rola, jaka petni ko-
dowane biatko w regulacji pobierania pokarmu, czy szerzej bilansie energetycznym
organizmu. Autorzy wykryli polimorfizm zmieniajacy sekwencje aminokwaséw w kon-
serwatywnej czesci bialka. Analiza funkcjonalno$ci tego polimorfizmu wskazala na jego
wplyw na pobieranie paszy, grubos¢ sloniny oraz tempo wzrostu. Badania te zostaly
powtdrzone przez szereg zespoléw i w wiekszo$ci z nich potwierdzono zalezno$¢ z tem-
pem wzrostu, wyrazanym $rednim dobowym przyrostem masy ciala (m.in. Stachowiak
i wsp., 2006), a takze pobieraniem paszy, natomiast nie potwierdzono zwiazku z gru-
boscia stoniny. Dowodzi to, ze poszukiwanie QTN poprzez analize polimorfizmu a priori
wytypowanych genéw kandydujacych moze czasami zakoriczyc sie sukcesem.

Poszukiwania polimorfizmu DNA prowadzono réwniez z powodzeniem w Polsce.
Szereg z nich wykryto w genach kandydujacych dla cech uzytkowosci rzeznej — np.
w rodzinie genéw kodujacych czynniki miogenezy (MYF) $wini (np. Urbariski i Kuryt,
2006), genach enzymo6w proteolitycznych, odgrywajacych wazna role w procesie dojrze-
wania miesa wolowego — np. katepsyny (np. Juszczuk-Kubiak i wsp., 2007), czy genach
kodujacych biatka zaangazowane w utrzymywanie homeostazy energetycznej organizmu
- np. receptor leptyny $wini (Mackowski i wsp., 2007). Podobne badania podjeto réw-
niez w odniesieniu do cech uzytkowo$ci mlecznej, ktérymi m.in. sa geny kodujace biatka
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tzw. osi somatotropowe;j (m.in. hormon wzrostu - GH i jego receptor - GHR, insulino-
podobny czynnik wzrostu typu 1 - IGF1, prolaktyna - PRL i czynnik transkrypcyjny
- STATS5). Niektére z nich okazaly sie wysoce polimorficzne - np. STAT5 (Flisikowski
iwsp., 2005). Niestety dotychczasowe wyniki, dotyczace zwigzku wykrytych polimorfiz-
mdéw ze zmiennoscig cech produkcyjnych, nie pozwalaja na sformutowanie jednoznacz-
nych wnioskéw na temat ich funkcjonalno$ci.

Zakoriczenie programéw sekwencjonowania genomu m.in. bydia i psa umozliwilo
wytypowanie réwnomiernie rozproszonych SNP do utworzenia mikromacierzy DNA,
ktére sa wykorzystywane do szybkiego ustalania genotypu w tysigcach miejsc polimor-
ficznych. Takie narzedzia badawcze oferowane sg przez dwie amerykanskie firmy Affy-
metrix i Illumina. Obie firmy oferuja m.in. mikromacierze dla bydla (np. dla 54 tys.
SNP, Illumina) i psa (np. dla 22 tys. SNP, Illumina). Moga one by¢ wykorzystane do
skanowania genomu w rodzinach referencyjnych w celu precyzyjnego wskazania regio-
néw chromosomowych obejmujacych geny kandydujace dla badanych cech. W przypad-
ku bydta podejmowane sa réwniez badania nad wykorzystaniem mikromacierzy SNP do
oceny warto$ci hodowlanej buhajéw, m.in. w zakresie cech uzytkowos$ci mlecznej. Zakla-
da sie, ze réwnomiernie rozproszone, liczne SNP pozwola na identyfikacje szeregu hap-
lotypéw SNP, ktére obejma nieznane mutacje, ale o oszacowanym (mierzalnym) wply-
wie na zmiennos$¢ poligenicznej cechy produkcyjnej. Po wybraniu zestawu haplotypéw
o znanych efektach fenotypowych mozliwe bytoby szacowanie warto$ci hodowlanej zwie-
rzecia na podstawie genotypéw SNP, ustalonych przy pomocy mikromacierzy. Podej$cie
takie, jesli sie okaze wystarczajaco wiarygodne, moze zrewolucjonizowac procedure
oceny, ktéra tradycyjnie jest prowadzona na podstawie informacji o uzytkowos$ci mlecz-
nej grupy cérek ocenianego rozplodnika.

Mikromacierze DNA moga by¢ takze wykorzystywane do ustalania genotypu w wy-
branych miejscach polimorficznych (SNP), ktérym przypisano we wcze$niejszych bada-
niach efekty fenotypowe. Kierujac sie zgromadzona wiedzg o zwigzkach polimorfizméw
z cechami uzytkowo$ci mlecznej, wytypowano 16 kandydujacych SNP, dla ktérych zbu-
dowano mikromacierz (Kaminski i wsp. 2005). Przy jej pomocy ustalono genotyp 400
kréw rasy holsztyrisko-fryzyjskiej, a nastepnie potwierdzono wczesniejsze doniesienia,
ze polimorfizm gendw: acylotransferazy diacyloglicerolu 1 (DGATI), receptora hormo-
nu wzrostu (GHR), laktoferyny (LTF) i kappa-kazeiny (CSN3) ma istotny wplyw na
wydajnos$c mleka i jego sktadnikéw (biatka i ttuszczu).

Genomika funkcjonalna

Analiza zmiennosci ekspresji genéw, gléwnie na etapie transkrypcji, znajduje sie
w przypadku zwierzat domowych na poczatkowym etapie. W sposéb szczegdlny na roz-
woj tych badan wplynela dostepnosc mikromacierzy ekspresyjnych, ktére pozwalaja na
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ocene zmiennosci poziomu transkrypcji setek lub tysiecy genéw u zwierzat, bedacych
na réznym etapie rozwoju osobniczego lub reprezentujacych rdzne rasy czy tez réznia-
cych sie uzytkowoscia.

Transkryptomika

Na szczegdlna uwage zastuguja wyniki zaprezentowane przez Bernard i wsp. (2007).
Autorzy poréwnywali profil ekspresji genéw w dwdch grupach buhajkéw rasy charolais,
rézniacych sie miesnoscig. W badaniach wykorzystali mikromacierz dla ponad 5400 ge-
now, ktére podlegaja ekspresji w mie$niach. Wérdd nich 32 wykazaly zréznicowany po-
ziom ekspresji, a najbardziej interesujacy okazal sie gen DNAJAI - ang. Dnaj (HSP40)
homologue, subfamily A, member 1. Poziom ekspresji tego genu byl bardzo silnie i ne-
gatywnie zwiazany z cecha kruchosci miesa. Wynik ten byl na tyle znaczacy, ze zostat
opatentowany (Patent EP06300943.5) jako marker jakosci miesa wolowego. Inne bada-
nia dotyczace uzytkowos$ci rzeznej bydia przeprowadzili Sadkowski i wsp. (2006).
Poréwnano profil ekspresji genéw w mies$niu najdluzszym grzbietu buhajkéw polskiej
rasy holszytrisko-fryzyjskiej, w wieku 6 i 12 miesiecy. Do tego celu zastosowano mikro-
macierz ekspresyjna, zawierajaca oligonukleotydy dla ponad 18 tys. genéw. Ustalono,
ze ponad 30 genéw mialo zréznicowany poziom ekspresji, zalezny od wieku zwierzat.
Podobne badania poréwnawcze przeprowadzono u $win (Cagnazzo wsp., 2006). Analizo-
wano w nich poziom transkrypcji ponad 500 genéw podlegajacych ekspresji w mies-
niach. Poréwnywano profil ekspresji podczas rozwoju prenatalnego w plodach ras pie-
train i duroc. Rasy te znaczaco sie réznia pod wzgledem umie$nienia i otluszczenia
(rasa pietrain charakteryzuje sie wysokg miesnoscia i niskim otluszczeniem). Stwier-
dzono, ze dynamika ekspresji genéw zwigzanych z miogenezg oraz metabolizmem lipi-
dowym wykazuje wyrazny zwiazek z rasg oraz okresem rozwoju prenatalnego. Powyzsze
wyniki pokazuja, ze technologia mikromacierzy jest bardzo przydatna do identyfikacji
genéw kandydujacych dla cech ilosciowych. Mozna przypuszczaé, ze dzieki takim
badaniom w nieodlegtej przysztosci poznane beda polimorfizmy funkcjonalne w niektd-
rych genach, wykazujacych zréznicowang ekspresje lub genach kodujacych np. czynniki
transkrypcyjne wplywajace na ekspresje takich genéw.

Réznice w poziomie transkrypcji zaleze¢ moga od polimorfizmu w sekwencji regula-
torowej genu. Dlatego wiele badan polimorfizmu DNA dotyczyto sekwencji regulato-
rowych genéw kandydujacych. Badania takie nabraly szczegélnego znaczenia po wykry-
ciu wplywu na umie$nienienie owiec rasy texel polimorfizmu w czesci 3’flankujacej ge-
nu miostatyny ( GDF8) (Clop i wsp., 2006; tabela 2). Proste podstawienie jednonukleo-
tydowe (sustytucja G>A, w pozycji +6723) utworzylo sekwencje konsensusowa dla
microRNA (mirl i mir206), ktére podlegaja silnej ekspresji w tkance miesniowej. Obec-
no$é sekwencji konsensusowej i ekspresja microRNA prowadzi do zahamowania syntezy
laricucha polipeptydowego miostatyny, a to z kolei wywoluje hypertrofie miesniowa.
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Analiza ewentualnego zwiazku miedzy polimorfizmem DNA w regionach regulato-
rowych (promotor, wzmacniacz) i poziomem transkrypcji genu prowadzona jest naj-
czesciej przy pomocy reakcji PCR w czasie rzeczywistym (ang. rea/ time PCR). Przy-
kladow takich badarn jest wiele, a czasami sa one poszerzone o analize wplywu polimor-
fizmu w sekwencji regulatorowej na wiazanie czynnikéw transkrypcyjnych. Adamowicz
i wsp. (2006) analizowali wplyw polimorfizmu typu SNP (C+105G) w promotorze genu
leptyny bydla, w obrebie sekwencji konsensusowej dla czynnika transkrypcyjnego Spl.
Stwierdzono, ze poziom transkrypcji tego genu u osobnikéw o genotypie CC byl istotnie
wyzszy niz u zwierzat z genotypem GG, natomiast réznice na poziomie translacji nie
byly juz istotne, chociaz tendencja zostata utrzymana. Inny polimorfizm typu SNP (A>G,
w pozycji -1043) zidentyfikowano we wzmacniaczu genu prolaktyny bydta (Brym i wsp.,
2007). Poziom transkrypcji tego genu w przysadce mézgowej bydla okazat sie znacznie
wyzszy u zwierzat z genotypem AA niz u tych z genotypem GG. Powyzsze wyniki wy-
magaja weryfikacji na poziomie zmiennosci cech produkcyjnych (np. pobieranie paszy
1 otluszczenie w przypadku genu leptyny czy produkcji mleka w odniesieniu do pro-
laktyny), ktéra powinna byc¢ przeprowadzona na mozliwie duzej i reprezentatywnej
grupie zwierzat. Dopiero wéwczas bedzie mozna ocenié, czy opisane polimorfizmy sa
funkcjonalne z punktu widzenia hodowlanego. Prébe takiej weryfikacji przeprowadzili
Stachowiak i wsp. (2007), ktérzy analizowali w genie leptyny swini efekt polimorfizmu
C>G (pozycja +113), ktéry wystepuje w obrebie sekwencji konsensusowej dla czynnika
transkrypcyjnego Ap2. Obserwowano tendencje do wyzszego poziomu ekspresji tego
genu u zwierzat o genotypie CC, ktéra jednak nie przelozyla sie na réznice w odkladaniu
tkanki tluszczowe;j.

Epigenomika

Modyfikacja DNA lub biatek histonowych oraz rozmieszczenie chromosoméw
1 genéw w jadrze interfazowym to zagadnienia, ktdre na razie sa raczej niesmialo po-
dejmowane w odniesieniu do zwierzat domowych. Najwiecej uwagi po$wiecono dotad
pietnowaniu gametycznemu (genomowemu), przede wszystkim w zwiazku z wykryciem
dwéch funkcjonalnych polimorfizméw w regionach podlegajacych takiemu dzialaniu.
Pietnowanie polega na metylacji cytozyn w $ciSle okreSlonych miejscach genomu
podczas gametogenezy (inne segmenty sa pietnowane w oogenezie, a inne w sperma-
togenezie). Efektem pietnowania jest wylaczenie mozliwosci ekspres;ji takiego allelu
u potomstwa.

Na role mechanizmdéw epigenetycznych wskazaly badania podloza molekularnego
hypertrofii mie§niowej owiec rasy dorset (tabela 2). Dziedziczy sie ona zgodnie z nie-
zmiernie rzadko opisywanym modelem biegunowej naddominacji. Polega on na tym, ze
wysoka miesno$¢ wystepuje jedynie u tych zwierzat, ktére sa heterozygotyczne i do
tego allel hypertrofii odziedziczyly od ojca. Sprawcza mutacja to substytucja A>G
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w obrebie pozagenowego elementu regulatorowego dla zestawu genéw, ktére ulegaja
pietnowaniu gametycznemu (Freking i wsp., 2002). Mutacja A>G zakldca ekspresje
genow DLKI1, DATi PEGI11, ktore sa pietnowane podczas oogenezy (czyli ekspres;ji
podlegaja allele pochodzace od ojca). Drugi przyklad to polimorfizm G>A w intronie
3. genu IGF2 (insulinopodobnego czynnika wzrostu typu 2). W przypadku genu IGF2
ekspresji podlega, podobnie jak w przypadku opisanym powyzej, allel pochodzacy od
ojca. Tranzycja G>A, zlokalizowana w regulatorowej sekwencji, zaktéca najprawdopo-
dobniej interakcje z nieznanym bialkiem represorowym (van Leare i wsp., 2003).
W konsekwencji dochodzi do 3-krotnego zwiekszenia ekspresji /GFZ21 silnego rozrostu
tkanki mie$niowe;j.

W ostatnich latach ro$nie zainteresowanie architektura jadra interfazowego. Wiado-
mo, ze rozmieszczenie tzw. terytoriéw chromosomowych w jadrze komérkowym nie
jest przypadkowe (Meaburn i Misteli, 2007). Co wiecej, podczas réznicowania sie komé-
rek moze dochodzié do ich przemieszczania sie. Foster i wsp. (2005) opisali potozenie
terytoriéw chromosoméw $wini, stosujac technike FISH, w komérkach bioracych udziat
w spermatogenezie. Okazalo sie, ze w trakcie tego procesu chromosomy X iY istotnie
zmienialy swoje polozenie w jadrze. W spermatocytach I i II rzedu polozone one byly
peryferyjnie, natomiast w spermatydach wystepowaly w centrum jadra. To rozmiesz-
czenie utrzymywalo sie réwniez w zréznicowanych plemnikach, co sklonilo autoréw do
wysuniecia sugestii, ze relokalizacja heterosméw moze miec¢ znaczenie dla procesu za-
plodnienia. Podjete zostaly réwniez badania dotyczace polozenia genéw w jadrach réz-
nicujacych sie komorek i wykazano, ze polozenie genéw (peryferyjne czy centralne),
zalezy od tego, czy podlegaja one w danej komdrce ekspresji, czy tez nie. Obserwacje
takie poczyniono m.in. w odniesieniu do genéw podlegajacych ekspresji w réznicujacych
sie adipocytach (Szczerbal, niepublikowane). Przypuszcza sie, ze zaburzenie architek-
tury jadra interfazowego moze wplywac na ekspresje genéw oraz na przebieg innych
procesow epigenetycznych.

Podsumowanie

Szeroki i tatwy dostep do technik molekularnych sprawit, ze w procedurze oceny
wartosci hodowlanej zwierzat w coraz wiekszym stopniu wykorzystuje sie wiedze
o organizacji i polimorfizmie genomu. Poznano wiele mutacji wptywajacych bezposred-
nio na fenotyp. Z drugiej strony tysiace anonimowych markeréw genetycznych, z uwagi
na ich potencjalne sprzezenie z nieznanymi mutacjami o duzym efekcie dzialania, moga
by¢é wykorzystywane do szacowania warto$ci hodowlanej i prowadzenia selekcji opartej
o markery genetyczne (MAS - ang. marker assisted selection). Wydaje sie, ze hodowla
zwierzat powoli wkracza w etap, ktéry czasami okre$lany jest jako genomic farming.

Artykut przygotowano w ramach projektu badawczego PBZ-KBN-113/P06/2005
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Advances in domestic animal genomics

Until now genome of six domestic/farm animal species have been sequenced: cattle, horse,
chicken, dog, cat and honeybee. Also marker genome maps of these, as well as other species
(pig, sheep, goat etc) are well developed. Knowledge on genome organization brings an
opportunity for effective searching for gene mutations causing phenotypic variation, including
production traits and genetic diseases. The genome scanning, coupled with comparative
genomics approach, facilitated identification of gene mutations influencing significantly on
fattening, carcass, reproduction and milk traits in cattle, pig, sheep and goats. Recently,
application of the expression microarrays were also applied in studies on candidate genes for
carcass traits in cattle and pig. Spreading of gene mutations causing hereditary diseases is an
important issue in animal breeding. Presently, over 150 mutations are characterized on DNA
level in cattle, pig, sheep, horse, cat and dog. Interestingly, over 40% of them were described
in dogs. It is mainly an effect of the fact that over 50% of the canine genetic diseases have cli-
nical and molecular counterpart in human. Therefore, this species has became an interesting
model in biomedical research, including gene therapy. It is foreseen that in the near future
functional genomics as well as epigenomics will bring new insights into molecular background
of phenotype variability of domestic animals.

Key words: genome map and sequence, SNP, QTL, transcriptomics, epigenomics
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