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Intensywne badania genoméw zwierzat domowych prowadzone sg juz od 15
lat. W 1991 roku uruchomiono pierwszy miedzynarodowy program mapowania
genomu swini domowej (PigMap), ktérego finansowania podijeta sie éwczesna EWG.
Rok pézniej, na tych samych zasadach, rozpoczat sie program mapowania genomu
bydta (BovMap). W 1993 r. powotano miedzynarodowe konsorcjum DogMap, ktérego
zadaniem byto zbudowanie markerowej mapy genomu psa. Wyjsciowym zatozeniem
tych programéw byto zmapowanie we wszystkich chromosomach danego gatunku
duzej liczby réwnomiernie rozproszonych loci markerowych. Mapy takie odgrywajg
kluczowa role w identyfikacji regiondbw chromosomowych zawierajgcych loci genéw,
ktérych zmutowane allele odpowiadajg za zmienno$¢ cech interesujgcych
z hodowlanego punktu widzenia (produkcyjno$¢ zwierzat, jakos¢ produktéw
pochodzenia zwierzecego, choroby dziedziczne, opornos$¢ na specyficzne patogeny
itp.).

W przypadku psa na pierwszy plan wysuwa sie Kkwestia podtoza
molekularnego chordb dziedzicznych. Minione lata przyniosty imponujace osiggniecia
na tym polu. Ustalono molekularng nature mutacji, odpowiedzialnych za powstanie
ponad 30 choréb monogenowych i przy okazji wykazano, ze wiekszos$¢ z nich ma
swoje odpowiedniki kliniczne i molekularne (mutacje tych samych gendw)
u cztowieka. Tym samym pies stat sie bardzo obiecujgcym modelem do badan
chorob dziedzicznych cztowieka, a w tym zastosowania terapii genowych (praca
przegladowa: Switonski i wsp., J. Appl.Genet., 2004). Sprawito to, ze
zainteresowanie szczegbtowg wiedza o genomie psa uzyskato znacznie szerszy
wymiar. Na efekty nie trzeba byto dtugo czeka¢ — dwa i p6t roku po ogtoszeniu, ze
sekwencja genomu cztowieka zostata poznana opracowano wstepng sekwencije
genomu psa (Kirkness i wsp., Science, 2003), a w potowie 2004r. doniesiono o
osiggnieciu zaawansowanego poziomu wiedzy o sekwencji genomu psa, czego
wyrazem jest tzw. wskaznik genome coverage wynoszacy w tym przypadku 6x, czyli

zblizony do tego, jaki uzyskano dla sekwencji genomu cztowieka, myszy i szczura.



Genomika poréwnawcza psa i innych gatunkéw z rodziny psowatych (Canidae)

Budowanie markerowej mapy genomu psa, podobnie jak w przypadku innych
gatunkédw, prowadzone jest na dwdch poziomach — cytogenetycznym
i sprzezeniowym. W mapowaniu cytogenetycznym stosowane sg dwie zasadnicze
techniki badawcze: fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH) oraz analiza
molekularna hybrydowych komérek somatycznych. Od momentu powotania
programu DogMap zespét moj zajmuje sie lokalizacjg loci markerowych przy pomocy
techniki FISH. Badania te prowadzone sg we wspétpracy z dwoma laboratoriami
szwajcarskimi, ktére utworzyty najpierw kosmidowag, a nastepnie BAC-owg biblioteke
genomowa. ZlokalizowaliSmy w ten sposob 24 loci (w tym 16 w latach 2000-2004).
Do mapowania wykorzystywalismy sondy, ktére zawieraty sekwencje
mikrosatelitarne (sondy kosmidowe) lub sekwencje genowe i mikrosatelitarne (sondy
BAC-owe).

Dostepnos¢ sond molekularnych, ktére okazaty sie przydatne do mapowania
genomu psa, stworzyta mozliwo$¢ objecia badaniami innych gatunkéw z rodziny
psowatych. Wsréd nich na uwage zastuguja trzy gatunki (lis pospolity, lis polarny
i jenot chinski), ze wzgledu na ich hodowle fermowa. Cytogenetykg tych gatunkéw
zajmowatem sie od wielu lat, bowiem sg one bardzo interesujgcymi obiektami badan,
z racji wystepowania rzadko spotykanych systemédw polimorfizmu chromosomowego.
Dwa gatunki (jenot i lis pospolity) posiadajg zmienng liczbe chromosoméw B. Z kolei
w populacjach lisa polarnego wystepuja zwierzeta rdéznigce sie liczbg chromosoméw
(50, 49 lub 48), w zwigzku z szeroko rozprzestrzeniong mutacjg chromosomowg typu
translokacji Robertsona. Objecie badaniami w/w gatunkdéw miato na celu stworzenie
podwalin map genomowych trzech gatunkéw, kiére majg znaczenie ekonomiczne
(produkcja futer), a takze przeprowadzenie analiz poréwnawczych w kontekscie
ewolucji genomow gatunkoéw z tej rodziny.

Wiele sond pochodzgcych z genomu psa (46) udato sie z powodzeniem
wykorzysta¢ do budowania map fizycznych genomu jenota chinskiego, lisa polarnego
i lisa pospolitego. Efektem tych badan byto stworzenie zrebéw takich map dla w/w
gatunkéw. Podsumowujgc, wskazaliSmy loci dla wszystkich 46 sond w genomie
jenota chinskiego oraz 35 w genomie lisa polarnego i 16 w genomie lisa pospolitego.

Poznanie zmian ewolucyjnych jakim podlegaty genomy tych gatunkéw jest
interesujgcym zadaniem, bowiem w rodzinie psowatych wystepuje duza zmiennosé

diploidalnej liczby chromosoméw (od 34 + B u lisa pospolitego do 78 u psa i wilka).



Warto wspomnie¢, ze zastosowanie tzw. techniki poréwnawczego malowania
chromosomow potwierdzito wczesniejsze hipotezy, ze obserwowane zréznicowanie
liczby chromosomow jest efektem fuzji, badz fizji centrycznych (robertsonowskich).
Z kolei nasze badania dowiodty, ze podczas ewolucji dochodzito niejednokrotnie do
inwersji chromosomowych (Ryc. 1).
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Ryc. 1. Przyktad inwersji chromosomowej, obejmujacej cate ramie chromosomowe
(typu centromer-telomer), ktéra miata miejsce w ewolucji gatunkéw z rodziny
psowatych: pies (CFA) i jenot chinski (NPP). Pionowe odcinki wzdtuz chromosomu
jenota chinskiego oznaczajg homologie z chromosomami psa, zidentyfikowang przy
pomocy techniki poréwnawczego malowania chromosoméw (Nie i wsp.,
Chromosome Research, 2003).

Szczegotowe poréwnania cytogenetycznych map psa, jenota chinskiego i lisa
polarnego ujawnity takie rearanzacje w odniesieniu do siedmiu chromosoméw psa
(Tabela 1). Nie udato sie nam jednak rozstrzygngé¢ podstawowej kwestii, czy w
ewolucji genoméw tej rodziny zachodzity przede wszystkim fuzje, czy tez fizje (Ryc.
2).



Tabela 1. Zidentyfikowane inwersje chromosomowe, ktére zaszty w ewolucij
genomow wybranych gatunkéw z rodziny psowatych (Canidae)

Chromosomy psa* |Ramiona chromosomowe, w ktérych stwierdzono inwersje*
Jenot chinski Lis polarny

3 6p nie analizowano

9 5q 12q

17 13q 5p

18 179 nie analizowano

25 2p nie analizowano

26 19q 14q

29 3p 17q

p — ramie krotkie chromosomu dwuramiennego, q — ramie dtugie chromosomu
dwuramiennego. Wszystkie chromosomy psa, z wyjagtkiem chromosomu X i Y, sg

jednoramienne

Uzupetnieniem cytogenetycznych badan poréwnawczych byly analizy
molekularne, ktére pozwalajg na szacowanie dystansu genetycznego miedzy
powyzej omawianymi gatunkami. W tym celu wykorzystano analize: sekwencji
mikrosatelitarnych, losowo amplifikowanych polimorficznych fragmentéw DNA
(RAPD) oraz markerow typu SNP (single nucleotide polymorphism). Ze wszystkich
tych analiz wynikato, ze najmniejszy dystans dzieli dwa gatunki lisbw, a dystans
dzielagcy jenota chinskiego od pozostatych gatunkéw jest najwiekszy. Wynik ten
potwierdza przypuszczenie, ze jenot jest ewolucyjnie najstarszym, Zzyjagcym
gatunkiem rodziny Canidae.




pies jenot chinski jenotjaporiski  lis pospelity  lis polarmy
2n=T8 2n=54+B 2n=33+B In=34+B 2n=50luh 49 lub 48
"

amplifilacja
heterochromatyny

kariotyp przodka psowatych
z wysolka diploidalna liczha chromosomiw
2n=T4-78

fizje

Lkariotyp przodka drapieznych
In=42

pies jemet chinski jenot japonslki lis pospolity  lis polarmy
2n=T8 In=54+B In=33+B In=34+B 2n=501ub 47 luh 48
-

"
-

b
fizje iamplifikacja
heterochromatyny

kariotyp przodka psowatych
z niska diploidalng liczha chromosomow
2n=38-42

kaviotyp przodka drapieinych
n=42

Ryc. 2. Hipotezy dotyczace ewolucji genomow niektérych gatunkéw z rodziny
psowatych (Canidae), wskazujace, ze podstawowym mechanizmem ewolucji byty:
(a) fizje, (a) fuzje (na podstawie Switonski i wsp., Caryologia, 2003)

Mutacje genow wptywajace na cechy produkcyjne zwierzat
Obszarem badan genetycznych, scisle zwigzanych z mapowaniem genoméw,

jest poszukiwanie mutacji odpowiadajacych za zmiennos¢ cech. W hodowli zwierzat



szczegllng uwage poswieca sie genom wptywajagcym w znaczacy sposdb na
zmiennosc¢ cech ilosciowych (poligenicznych). Geny takie okreslane sg skrotem QTL
(quantitative trait loci). W zasadzie praktykowane sg trzy gtéwne strategie
postepowania umozliwiajace identyfikacje takich genéw. Pierwsza z nich bazuje na
analizie segregacji alleli wielu markeréw genetycznych o znanym potozeniu na
mapie genomu w tzw. rodziny referencyjnej. Rdéwnoczesna analiza segregacji
markeréw genetycznych i zmiennosci fenotypowej badanej cechy powinna
doprowadzi¢ do wskazania regionu chromosomu, w kitérym wystepuje marker
genetyczny sprzezony z nieznanym QTL. Kolejnym etapem jest wytypowanie tzw.
gendw kandydujacych i ich analiza molekularna. Drugie podejscie opiera sie na
badaniu polimorfizmu gendw kandydujacych wytypowanych a priori, na podstawie
wiedzy o funkcji biologicznej kodowanego biatka. Wreszcie trzecia strategia
wykorzystuje badanie ekspresji genéw, w celu wytypowania tych, ktére mogg miec
istotny wptyw na badang ceche. W takich badaniach mozna wykorzysta¢ r6zne
podejscia, takie jak: nokaut genowy, technologie interferujacego RNA (RNAi), czy
ocene poziomu transkrypciji (real-time PCR lub ekspresyjne mikromacierze).

W naszych badaniach postepowaliSmy zgodnie z drugim schematem.
PoszukiwaliSmy polimorfizmu w wytypowanych genach Ilub ocenialiSmy efekt
fenotypowy opisanych wczesniej polimorfizméw, o ktérych donoszono, ze majg
zwigzek ze zmiennoscig okreslonych cech ilosciowych. SkoncentrowaliSmy sie na
polimorfizmie gendéw zaangazowanych w gospodarke lipidami, ktére koduja: leptyne,
receptor leptyny, biatka wigzace kwasy ttuszczowe (H-FABP i A-FABP), czynniki
transkrypcyjne zaangazowane w proces adipogenezy (CREB i C/EBPalfa).
Badalismy roéwniez geny kodujace czynniki wzrostowe, takie jak: hormon wzrostu
i insulinopodobny czynnik wzrostu typu |. Badania te prowadzilismy przede
wszystkim w odniesieniu do trzody chlewnej, ale czes¢ z nich dotyczyta bydta.

Poszukiwanie nowych mutacji prowadzono przy pomocy przesiewowych
badan zwierzat wywodzacych sie z réznych ras, z zastosowaniem techniki SSCP
oraz sekwencjonowania. Z kolei test RFLP stosowany byt w odniesieniu do mutaciji
juz opisanych, jak i tych, ktére opisaliSmy po raz pierwszy. Zastosowanie tego testu
do nowo wykrytych polimorfizméw zalezato od tego, czy analiza restrykcyjna
zsekwencjonowanego fragmentu wskazywata, ze miejsce polimorficzne znajduje sie

w obrebie sekwencji rozpoznawanej przez jakis enzym restrykcyjny. Wykaz



badanych polimorfizméw, w tym zidentyfikowanych przez nas po raz pierwszy,
zamieszczony jest w Tabeli 2.

Tabela 2. Wykaz badanych polimorfizméw w wybranych genach, ktére moga mieé
zwigzek ze zmiennosécig cech ilosciowych, waznych z hodowlanego punktu widzenia
(czcionkg pogrubiong zaznaczono polimorfizmy zidentyfikowane po raz pierwszy).

Gen Typ polimorfizmu ( w nawiasie podano symbol enzymu
restrykcyjnego)

Swinia Bydto
Leptyna
- promotor C/T (Bfal); G/A (Fun4H); C/G (Mspl)

C/G (Avall); A/G (Hpy99l)
- ekson 2 A/G (Taql) C/T (Kpn2l); A/T (Clal);

C/T (HpyCH4V)

- ekson 3 T/C (Hinfl); A/G (Pstl) C/T (Hphl); C/T (Nrul)
Receptor leptyny nie badano
- intron 3 Sekwencja mikrosatelitarna
- ekson 4 T/C; T/A (Tsp509l1); C/T
H-FABP nie badano
- promotor C/T; C/G; T/G; C/T (Hinf )
- intron 2 C/T (Mspl); intron 2/ Hae III)
- ekson 4
A-FABP nie badano
- intron 1 Sekwencja mikrosatelitarna
IGF1 Nie badano
- promotor T/C (SnaB1)
Hormon wzrostu Nie badano
- ekson 5 C/G, Alul




W ostatnim czasie udato sie nam ustali¢ sekwencje promotora genu leptyny
swini, w ktérym znalezlismy cztery polimorfizmy typu SNP (podstawienia
jednonukleotydowe). Wptyw tych polimorfizméw na poziom ekspresji tego genu
(technika real-time PCR) jest obecnie badany. ZidentyfikowaliSmy réwniez trzy nowe
polimorfizmy typu SNP w promotorze genu H-FABP oraz dwunukleotydowe
podstawienie w eksonie 4 genu receptora leptyny. Ponadto, opisali§my polimorficzng
sekwencje mikrosatelitarng w intronie 3 genu receptora leptyny. Analiza zwigzku
miedzy polimorfizmem gendw i zmiennoscia cech ilosciowych nie ujawnita
jednoznacznych zaleznosci, ktére wystepujg we wszystkich analizowanych rasach
danego gatunku. Poniewaz badania byty przeprowadzone na reprezentatywnych
grupach zwierzat moglismy zweryfikowaé dotychczasowe doniesienia innych
autoréw, wskazujgce na zaleznos¢ miedzy danym polimorfizmem i zmiennoscig
okreslonych  cech ilosciowych. Niektére z  postulowanych zaleznosci
zakwestionowalismy. Z naszych badahn wynika, ze na uwage zastuguje polimorfizm
C/T (wykrywany przy pomocy enzymu restrykcyjengo Hphl) w eksonie 3 genu
leptyny bydta, z racji na jego zwigzek z cechami wydajnosci mlecznej. Ponadto,
niektore polimorfizmy wydajg sie by¢ sprzezone z nieznanymi genami, ktérych allele
maja bezposredni wptyw na zmiennos¢ niektorych cech, co objawia sie
wystepowaniem zaleznosci tylko w niektérych rasach. Przyktadem moga by¢ badania
dotyczace zwigzku polimorfizmu mikrosatelitarnego w sekwencjach intronowych

gendw receptora leptyny i A-FABP.

Cytogenetyczne i molekularne podtoze zaburzen determinaciji ptci

Zaktécenie przebiegu determinacji ptci prowadzi do powstania wrodzonych
wad rozwojowych uktadu rozrodczego (interseksualizm, obojnactwo), co oczywiscie
ma niekorzystny wptyw na efektywno$¢ hodowli zwierzat. Do gtdéwnych przyczyn
odpowiedzialnych za takie zaburzenia zaliczane sg: (a) nieprawidtowosci dotyczace
liczby lub budowy chromosoméw pici oraz (b) mutacje genéw zaangazowanych
w kontrole procesu determinacji ptci. W przypadku niektorych gatunkéw zwierzat
domowych (gtébwnie bydto i owca) powaznym problemem jest tzw. frymartynizm,
spowodowany oddziatywaniem hormondw ptodu meskiego na blizniaczy ptéd zenski,
za posrednictwem tozyskowych potgczen tetniczo-zylnych, tzw. anastomoz. Podtoze

molekularne wielu form obojnactwa zwierzat domowych jest stabo poznane lub wrecz



nieznane. W zwigzku z tym w badaniach tych bardzo pomocna jest bogata wiedza
zgromadzona na ten temat przez genetykoéw cztowieka.

W naszych badaniach skupiliSmy sie na czterech gatunkach zwierzat: kon,
pies, swinia i bydto, a materiat do badan zbierany byt we wspbétpracy z lekarzami
weterynarii, ktérzy typowali do analiz zwierzeta nieptodne lub/i z nieprawidtowo
rozwinietymi zewnetrznymi narzadami ptciowymi. Duza liczba r6znych przypadkow,
zgromadzona w dos$¢ krétkim okresie czasu (4 lata) wskazuje, ze interseksualizm jest

waznym problemem hodowlanym (Tabela 3).

Tabela 3. Charakterystyka zidentyfikowanych form interseksualizmu

Gatunek |Nieprawidtowos¢ chromosomowa | Mutacja genowa

Kon - monosomia chromosomu X — - zespdét odwréconej pici - 64, XY
64,XX/63,X (1) oraz brak genu SRY (1)
- trisomia chromosomu X — 65,XXX | - zesp6t niewrazliwosci na
(1) androgeny? - 64,XY oraz obecnos¢
genu SRY (1)
Swinia |- - zespot odwroconej pici - 38,XX
oraz brak genu SRY (11)
Pies - monosomia chromosomu X -|- zespot odwroconej pici - 78,XX
78,XX/77,X (2) oraz brak genu SRY (5)
- trisomia chromosomu X — 79,XXX |- zesp6t odwroconej pitci - 78,XY
(1) oraz obecnos¢ genu SRY (1)
Bydto - frymartynizm - chimeryzm -

limfocytarny 60,XX/60,XY (22)

() — w nawiasach podano liczbe zbadanych zwierzat

Wsrdéd nich na szczegdlng uwage zastuguje dos¢ powszechny u réznych
gatunkéw dziedziczny zespdt odwroconej pici. Zwierzeta obarczone tym zespotem
majag nieprawidtowg budowe zewnetrznych narzgdéw piciowych oraz posiadajg jadra
lub jajnikojadra, a takze macice i nasieniowody. Badania cytogenetyczne
i molekularne ujawniajg zawsze zenski zestaw chromosomow pici (XX) oraz brak
genu SRY, odpowiedzialnego za uruchomienie r6znicowania ptodu w kierunku

meskim. Taki zespét opisalismy u s$Swin oraz w kilku rasach pséw. Obecnie




prowadzimy u psow z takimi zaburzeniami badania molekularne eksonéw genu
SOX9, ktory podlega ekspresji w rdznicujacej sie gonadzie meskiej. Okazato sie, ze
sekwencja nukleotyddbw w eksonach tego genu jest identyczna u zwierzat
interseksualnych i normalnych. Kolejnym etapem bedzie poznanie sekwencji
promotorowej tego genu i zbadanie jego polimorfizmu.

Interesujace wydajg sie rowniez przypadki odwrdcenia pici u zwierzat
z uktadem chromosoméw XY i obecnym genem SRY. Cze$¢ z nich jest
klasyfikowana jako zespo6t niewrazliwosci na androgeny. Wiadomo, ze mutacje genu
receptora androgenéw wywotujg ten typ interseksualizmu u ludzi. Do tej pory nie
zidentyfikowano jednak mutacji sprawczej w tym genie u zwierzat domowych.

Obecnie prowadzimy badania molekularne genu receptora androgenu psa.

Wybrane prace oryginalne, monografie i artykuly naukowe, ktore zostaly
opublikowane w latach 2000-2004 (petna bibliografia dostepna na stronie www:
http://jay.au.poznan.pl/~switonsk/ )
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