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Summary

Simple tandem repetitive minisatellite regions of DNA show high level of
polymorphism arising from differences in the number of the core sequences of
the repeating units. Probes consisting of a core sequence of a minisatellite de-
tect many highly variable DNA fragments (band pattern) by Southern blot hybri-
disation. Since DNA fingerprinting data are based on information from a large
number of independent and biparentally inherited hypervariable loci, this tech-
nique enables to obtain much more genetic variation than other molecular tech-
niques. Simultaneous screening of many polymorphic loci in the genome provi-
des valuable information for a number of fields ranging from individual identifi-
cation and determination of relationship to linkage analysis and population ge-
netics. In this paper some applications of DNAfingerprinting systems to farm ani-
mal breeding were reviewed.
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1. Wprowadzenie

Szczeg6towa charakterystyka populacji jako element trady-
cyjnych badan z zakresu genetyki i doskonalenia zwierzat go-
spodarskich oparta byta dotychczas gtéwnie na analizie polimor-
fizmu grup krwi, biatek surowicy, enzyméw. Wykrywany poli-
morfizm, poza informacjami dotyczacymi struktury réznych po-
pulacji i dystansu genetycznego je dzielgcego, pozwala réwniez
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przesledzi¢ skutki selekcji, inbredu, dryfu genetycznego oraz odpowiedzi populacji
na zmiany zachodzace w $rodowisku. Wymienione markery posiadajg jednak istot-
ne ograniczenia: niski poziom polimorfizmu, tkankowospecyficzng ekspresje, po-
datno$¢ na modyfikacje. Analiza genetyczna stata sie bardziej informatywna w wyni-
ku wprowadzenia metod wykrywania polimorfizmu regionéw DNA wykazujacych
zmienno$¢ wieloallelowa i odpowiednio wysoka heterozygotycznos¢. Sa nimi frag-
menty restrykcyjne oraz sekwencje minisatelitarne i mikrosatelitarne. Opracowanie
metod wykrywania naturalnie wystepujacych polimorflzméw sekwencji DNA, z kt6-
rych cze$¢ zostata wykorzystana jako markery genetyczne, stworzyto mozliwosci
szacowania wartosci osobnikdéw na poziomie molekularnym. Wykorzystanie syste-
mow markerowych DNA stanowi skuteczne dopetnienie tradycyjnych metod badaw-
czych oraz eliminuje trudnosci zwigzane z ich stosowaniem przez bezposrednie wy-
krywanie dziedziczenia réznicy w strukturze alleli. Badaniom poddaje sie segmenty
genomu, ktdre ewoluuja z rézng intensywnoscia, a w konsekwencji przejawiajg od-
mienny poziom polimorfizmu.

Sekwencje kodujace mRNA i biatka stanowia jedynie ok. 5-10% genomu ssakow.
Natomiast niekodujaca czes¢ genomu obfituje w struktury alteliczne spetniajace wy-
magania stawiane markerom genetycznym. Elementy niekodujgce, rozproszone
w genomie w wielu kopiach, czesciej podlegaja mutacjom niz elementy unikatowe.
Stad moga byé wykorzystywane w badaniach ewolucyjnych dotyczacych relatywnie
krétkiego przedziatu czasowego. W skiad niekodujgcej czesci genomu wchodzg sek-
wencje wystepujace w pojedynczych kopiach, ktérych przykfadem sg introny, oraz
powtarzajgce sie sekwencje DNA. Elementy powtarzalne klasyfikuje sie na podsta-
wie struktury motywu, rozmieszczenia i wielokrotnosci powtdrzen. Wystepujg one
jako sekwencje rozproszone w genomie lub utozone w tandemowo powtarzajacych
sie blokach. Te ostatnie zaliczane sq do dwdch grup: pierwsza obejmuje sekwencje
tworzace duze tandemowe bloki, ktorych jednostki wystepuja kolejno po sobie i re-
prezentowana jest przez DNA satelitarny, druga to rodziny sekwencji powtérzonych
a i P - satelitarnego DNA. W obrebie powtarzalnego DNA nalezy wyr6zni¢, poza
wymienionymi, powtarzajgce sie wiele razy sekwencje nukleotydéw utozone w ma-
te tandemowo zgrupowane bloki mniej lub bardziej rozproszone w genomie. Zalez-
nie od dtugosci powtarzajgcego sie odcinka i czestosci jego powtdrzen sg one nazy-
wane minisatelitarnym lub mikrosatelitarnym DNA.

Systemy markerowe oparte na wykrywaniu polimorfizmu sekwencji minisatelitar-
nych i mikrosatelitarnych stanowig obecnie bogate zrédto informacji, ktore stuzyc
moga m.in. do opisu struktury genetycznej populacji. Ich zastosowanie w istotny spo-
sob utatwia ustalenie czy w danej rasie lub populacji wystepuja charakterystyczne alle-
le i z jaka czestoscia, a w konsekwencji oszacowanie stopnia heterozygotycznosci po-
pulacji. Pozwala rowniez oceni¢ wptyw pracy hodowlanej na jej strukture. OkreSlenie
podobienstwa pomiedzy osobnikami w obrebie i miedzy populacjami naturalnymi
i sztucznymi umozliwia z kolei ustalenie dystansu genetycznego dzielacego rézne rasy
danego gatunku jak réwniez linie danej rasy oraz jej dzikich przodkéw.
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2. Charakterystyka sekwencji rdzeniowych minisatelitow

Sekwencje minisatelitarne wyrdzniajg sie najwiekszym w genomie polimorfiz-
mem, uwarunkowanym obecnoscig alleli ztozonych ze zmiennej liczby powtarzal-
nych jednostek. Powtarzajacy sie motyw zawiera od 10 do 100 nukleotyddw i jest
powielony od dwdéch do kilkuset razy w danym locus (1). Jeffreys i wsp. (2) doniesli
0 odkryciu pierwszych tego typu sekwencji w ludzkim genomie. Nakamura i wsp. (3)
opisali dalsze loci minisatelitarne, wykazali ich polimorfizm i zaproponowali nazwe:
zmienna liczba tandemowych powtorzerh VNTR (variable number of tandem repeats).
Markery VNTR szybko okazaty sie uzyteczne w medycynie m.in. do diagnostyki cho-
rob genetycznych oraz jako istotny element badarn medycyny sadowej. Metody opie-
rajgce sie na wykrywaniu polimorfizmu fragmentow restrykcyjnych zawierajgcych
tandemowe powtorzenia staty sie rdwniez narzedziem genetyki populacyjnej w jej
szerokim rozumieniu i zrédtem markeréw o potencjalnym zastosowaniu w analizie
sprzezen i konstruowaniu map genetycznych.

Pierwszy wysoko zmienny region zostat wyizolowany z biblioteki ludzkiego DNA
przez Wymana i White (4). Uzywajac sondy pAWIOI wykryli obecno$¢ 8 alleli o r6z-
nej dhugosci u 11 analizowanych osobnikéw. Heterozygotyczno$¢ préby wyniosta
0,79. Wynik tych badan stanowi o ich jednoznacznej przewadze nad klasycznym
systemem markerow RFLP. W nastepnych latach wykryto kilka innych zmiennych re-
giondw zwigzanych z genem insuliny, genem i pseudogenem zeta-globiny i onkoge-
nem h-ras (5). W przeprowadzonej analizie sekwencji nukleotydowych opisanych
elementow potwierdzita charakter polimorfizmu oparty na wystepowaniu zmiennej
liczby tandemowo powtarzalnych jednostek. Dodatkowg zaleta nowego systemu
markerowego, jak sie okazato, jest mozliwos¢ uzywania wielu enzymow restrykcyj-
nych, wynikajaca z polimorfizmu insercyjno-delecyjnego.

W fundamentalnej dla rozwoju badar dotyczacych minisatelitow pracy Jeffreys
[ wsp. opisali krotkg sekwencje ztozong z czterokrotnego powtdrzenia motywu 33
par zasad, zlokalizowang w pierwszym intronie ludzkiego genu mioglobiny (2). Po-
dobne sekwencje odnaleziono takze w innych wysoko zmiennych obszarach geno-
mu. Motyw GGGNNGTGGGG wystepuje w wielu opisanych rejonach charakteryzu-
jacych sie zmienng liczbg tandemowych powtdrzen i jest czescig jednostki powta-
rzajacej sie kazdego locus minisatelitarnego. Ten rdzeniowy rejon jest prawdopo-
dobnie odpowiedzialny za tworzenie sie minisatelitow przez inicjacje tandemowe;j
duplikacji unikatowych sekwencji DNA i utrzymywanie réznorodnosci w liczbie jed-
nostek powtorzonych danego locus dzigki nieréwnemu crossing-over miedzy jednost-
kami. Sekwencja rdzeniowa wykazuje ponadto homologie z sekwencjg Xx. sygnhatem
inicjujagcym rekombinacje u Escherichia coli.

Sekwencje minisatelitow pochodzacych z genu mioglobiny (tab. 1), tworzace
wspo6lng rodzineg, zostaty uzyte jako sondy molekularne do selekcji klonéw rekombi-
nacyjnej biblioteki genomu ludzkiego. Uzyskano w ten sposob sondy wykrywajace
polimorfizm pojedynczych loci (6).
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Tabela 1

Sekwencje rdzeniowe wybranych minisatelitow pochodzacych z genu mioglobiny

Nazwa minisatelity Motyw powt6rzony
33.1 AAGGTGGGCAGGAAGT
335 GGAGGXGGGCAGGAGG
336 AGGGCTGGAGG
33.15 AGAGGTGGGCAGGTGG
SEKWENCJA X E- coli GCTGGTGG

Pogrubionym drukiem wyrézniono sekwencje konsensusowa.

Markery VNTR, jako wysoko informatywny polimorfizm dtugosci fragmentow re-
strykcyjnych, dotyczacy tandemowo powtarzalnych jednostek sekwencji nukleoty-
dowych zostaty po raz pierwszy opisane przez Nakamure i wsp. (3). Autorzy ci uzyli
sondy oligonukleotydowe komplementarne do tandemowo powtarzalnych regio-
now genu mioglobiny (sekwencje rdzeniowe), pseudogenu zeta-globiny, genu insu-
liny, genu X wirusa Hepatitis B w celu przeszukiwania kosmidowych bibliotek ludz-
kiego DNA. Wiele ze sklonowanych, wysoko zmiennych sekwencji nie nalezato do
rodziny sekwencji pochodzacych z genu mioglobiny. Z ich sekwencji Nakamura
i wsp. wyprowadzili nowa sekwencje rdzeniowa, rézng od sekwencji jeffreysa -
GNNGTGGG - i uzywajac oligonukleotydéw na niej bazujacych oznaczyli ponad
200 nowych loci.

W genomie cztowieka wystepuje prawdopodobnie kilka tysiecy loci VNTR, r6z-
nigcych sie sekwencjami rdzeniowymi. Niektére z nich zlokalizowane sg w: koncu
5' genu insuliny, genie mieliny, regionie JH ciezkiego taricucha immunoglobuliny,
koncu 3' genu h-ras, genie alfa-globiny, genie kolagenu typu Il i genie apolipoprote-
iny B.

Loci VNTR sg rozproszone we wszystkich ludzkich autosomach, chromosomie X
i regionie homologii X-Y (nie opisano dotychczas sekwencji charakterystycznej dla
chromosomu Y), wykazuja jednak preferencje do ich terminalnych rejonéw. Roz-
mieszczenie minisatelitbw w chromosomach réznych gatunkéw zwierzat nie jest
doktadnie poznane. Wyniki nielicznych jeszcze badan potwierdzaja lokalizacje ludz-
kich minisatelitéw w zakonczeniach chromosomoéw, ich niemal réwnomierne roz-
proszenie w genomie szczura i posrednig lokalizacje w genomie $wini (7). Odcinki
DNA zawierajgce sekwencje minisatelitarne u $wini i szczura czesto korespondujg
z cytogenetycznymi markerami terminalnych odcinkéw chromosomoéw cztowieka.
Autorzy sugeruja, ze minisatelity powstajg w terminalnych rejonach chromosomaéw,
za$ ich ostateczna lokalizacja jest nastepstwem reorganizacji struktury chromoso-
mow.
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3. Ewolucja i funkcjonalne znaczenie sekwencji minisatelitarnych

Wspdlng wiasciwoscig sekwencji powtarzalnych jest ich wystepowanie w duzej
liczbie wariantéw, réznigcych sie dtugoscig powtarzajacego sie motywu. Ta niesta-
bilnos¢ zalezna jest od wielu parametrow, ktorych rzeczywista rola jest niejasna:
liczby powtdrzen, sekwencji odcinka powtarzajacego sie, lokalizacji w chromoso-
mie, potencjatu naprawczego replikacji w komérce i fazy cyklu komdrkowego.

Pochodzenie minisatelitow pozostaje dotad kwestig otwartg. W przeprowadzo-
nej analizie sekwencji minisatelitow i ich najblizszego otoczenia wykazano, ze cze-
sto bywajg one sprzezone z innymi wysoko zmiennymi loci oraz elementami rozpro-
szonymi - Alu, LI - nalezagcymi do bardzo heterogennych klas sekwencji o cha-
rakterze retrotranspozon6w - SINE i LINE. Jeffreys (2) taczy obecnos¢ krotkich 5-9-
- nukleotydowych prostych powtérzen flankujacych wiele minisatelitow z wystepo-
waniem tego typu sekwencji jako docelowych miejsc duplikacji elementéw rucho-
mych. Podobiernistwo to nasuneto hipoteze zaktadajacg zaangazowanie transpozycji
w powstawanie minisatelitéw, podobnie jak innych elementéw genomu o wysokiej
zmiennosci. Sekwencje rdzeniowe moga réwniez uczestniczy¢ w powstawaniu mini-
satelitdw w wyniku ,,po$lizgu replikacyjnego”, btedu replikacji nici op6znionej lub
wielokrotnej, nieréwnej wymiany odcinkéw pierwotnie powtérzonych (przynaj-
mniej podwojonych) miedzy chromatydami siostrzanymi (8). Zmienno$¢ dtugosci atleli
minisatelitarnych przypisuje sie procesom homologicznej rekombinacji, wigczajac
konwersje genowa i procesy nieréwnego crossing-over miedzy jednostkami. Sekwen-
cje powtdrzone posiadajg ponadto zdolnos$é tworzenia form trypleksu, tetrapleksu
lub ,,szpilki do wtosdw”, co nasuwa przypuszczenie o wplywie drugorzedowej struk-
tury DNA na ich powstawanie i ewolucje (9). Prawdopodobnie nie ma jednak ogolnej
zasady determinujgcej poziom polimorfizmu sekwencji powtarzalnych, a w jego po-
wstawaniu jednoczes$nie uczestnicza rézne mechanizmy.

Sekwencje minisatelitarne sg elementami genomu nie kodujgcymi struktury bia-
fek, stad nie podlegaty w trakcie ewolucji silnemu naciskowi naturalnej selekcji.
Prawdopodobne jest, jak sie wydaje, ze ewoluowaly one gwaltownie, osiggajac
w konsekwencji ogromng réznorodnos¢ alleli i zmiennos¢ poziomu heterozygotycz-
nosci homologicznych loci nawet miedzy blisko spokrewnionymi gatunkami, czesto
tracac przy tym lub zyskujac poszczegdélne loci (10).

Wysoko zmienne regiony minisatelitarne petnig przypuszczalnie role organizacyjng
podczas taczenia w pary chromosoméw homologicznych i rekombinacji. Hipoteza
0 funkcjonalnym znaczeniu tych loci jako uniwersalnych sygnatéw rekombinacyjnych
opiera sie na podobienstwie ich sekwencji do sekwencji x E. coli (por. tab. 1). Chandley
| Mitchet (11) opublikowali wyniki hybrydyzacji in situ wykonanej na preparatach ludz-
kich komoérek w stadium metafazy | przy uzyciu sekwencji rdzeniowej minisatelity
33.15 jako sondy. Miejscem lokalizacji sygnatéw pochodzacych od wyznakowanej son-
dy, jak sie okazato, sg chiazmy, struktury zwigzane z przebiegiem procesu crossing-
-over. Ponadto sonda hybrydyzuje z DNA w regionie potgczenia miedzy terminalnymi
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rejonami krétkich ramion chromosomoéw w biwalencie XY oraz w terminalnym rejonie
dtugiego ramienia chromosomu X. W pozniejszych wynikach badah potwierdzono
znaczenie minisatelitéwjako tzw. ,,gorgcych miejsc” rekombinacji (12,13).

W ostatnich latach opublikowano wyniki szeregu prac dotyczacych funkcjonal-
nych aspektow wystepowania loci VNTR w genomie cztowieka. Niektore frakcje nie
podlegajacych transkrypcji VNTR moga petnic role wzmacniaczy (enhancer) lub regu-
lator6w transkrypcji. Przyktadem tego rodzaju aktywnosci jest sekwencja VNTR wy-
stepujaca w regionie flankujgcym gen h-ras. Cze$¢ konsensusowej sekwencji jed-
nostki powtarzalnej ztozonej z 28 pz jest miejscem wigzania niektérych czynnikéw
transkrypcyjnych. Wiekszos¢ alleli tego locus wystepuje w populacji z duzg czesto-
$cia, jednak obecno$¢ jednego lub dwoch rzadkich alleli pocigga za sobg znaczne
podwyzszenie ryzyka wystgpienia nowotworow wielu tkanek (14).

Sekwencje VNTR podlegajace transkrypcji wptywajg na stabilnos¢ i/lub wydaj-
no$¢ translacyjng mRNA. Nakamura i wsp. (15) skonstruowali wektory zawierajace
w niekodujacym rejonie 3' genu lucyferazy dwa rodzaje alleli VNTR. Obecno$¢ diuz-
szego allelu zmniejszata aktywnos$¢ lucyferazy o ok. 60-70%, podczas gdy wklonowa-
nie do wektora krétszego allelu nie zmieniato w istotny spos6b aktywnosci enzymu.
Oznaczono taka samg ilos¢ mMRNA w komdrkach transfekowanych plazmidami niere-
kombinowanymi oraz zawierajgcymi obie formy alleli, co sugeruje, ze zmniejszenie
aktywnosci enzymu nastgpito na skutek zaburzenia procesu translacji.

Obecnos$¢ odpowiednich alleli VNTR zlokalizowanych w kodujacych regionach
DNA moze réwniez wptywac na aktywno$¢ produktu ekspresji genu (15).

4. Systemy profilowania DNA typu fingerprinting

Polimorfizm DNA odgrywa zasadnicza role w tworzeniu systemdw markerowych
przydatnych m.in. do identyfikacji osobnikéw i analizy sprzezen genetycznych. Do-
tychczas opisane markery RFLP sg nisko heterozygotyczne i w zwigzku z tym nie sg
wystarczajgco informatywne dla celéw identyfikacji osobnikéw. W odréznieniu od
nich, sekwencje minisatelitarnego DNA wykazuja znaczaco wiekszy poziom poli-
morfizmu. Udziat w populacji osobnikéw heterozygotycznych pod wzgledem loci
minisatelitarnych jest takze istotnie wyzszy. Te wazne dla informatywnosci uktadu
markerowego cechy pozwolity na opracowanie i wprowadzenie do praktyki nowych
systemow testowania DNA. Nalezg do nich m.in. zastosowanie wielopozycyjnych
sond minisatelitarnych (multilocus system - MLS) i sond wykrywajacych polimorfizm
pojedynczych loci minisatelitarnych - VNTR.

Profilowaniem DNA okres$la sie zastosowanie réznorodnych testow opartych na
wykrywaniu polimorfizmu DNA w celu identyfikacji osobnikéw lub szeroko pojete-
go okreslania pokrewienstwa, przy czym termin DNAfingerprinting zarezerwowany
jest jedynie dla techniki wprowadzonej przez Jeffreys'a i wsp. (16), w ktorej wyko-
rzystywane sg sondy wielopozycyjne.
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4.1. DNAfingerprinting

Wsrod dostepnych obecnie systemow profilowania metoda DNA fingerprinting
wyrdznia sie najwieksza specyficznoscig osobnicza i informatywnosciag pojedynczej
analizy.

Genomowy DNA, izolowany z jader komdrkowych réznych tkanek, poddawany
jest trawieniu roznymi enzymami restrykcyjnymi, ,,przecinajacymi” DNA z duzg cze-
stoscig (H/n/1, Haelll, Mbo\, Alu\). Sekwencje DNA specyficznie rozpoznawane przez
restryktazy lezg poza obszarami tandemowych powto6rzen, w rejonach flankujacych
allele minisatelitow. W wyniku trawienia DNA uzyskiwane sg zatem, sposréd wielu
innych, réwniez fragmenty restrykcyjne zawierajgce tandemowo powtarzajgce sie
jednostki minisatelitarne. Dtugos¢ tych fragmentow jest proporcjonalna do liczby za-
wartych w nich jednostek rdzeniowych minisatelity. Fragmenty restrykcyjne poddaje
sie elektroforezie w zelu agarozowym w warunkach dobranych tak, aby osiagna¢ ich
maksymalny rozdzial. Rozdzielone fragmenty sg nastepnie unieruchamiane w wyniku
przeniesienia na filtry nitrocelulozowe lub czesciej nylonowe, wg metody Southern
{Southern blotting), i hybrydyzowane z sonda molekularng zawierajgca tandemowe
powtdrzenia konserwatywnego motywu sekwencji minisatelitarnej.

W nastepstwie hybrydyzacji sekwencji komplementarnych otrzymuje sie dla bada-
nego osobnika wiele prazkdw, bedacych fizyczng reprezentacjg sygnatu pochodzacego
od odpowiednio wyznakowanej sondy zwigzanej z allelami wielu loci na wszystkich
chromosomach. Uzyskany profil DNA zalezny jest u badanego gatunku od zastosowanej
kombinacji sonda/enzym restrykcyjny. Liczba i potozenie prazkéw we wzorze DNAfin-
gerprinting sa specyficzne dla osobnika, przy ok. 10-20% prazkéw przypadkowo wspol-
nych dla dwdch osobnikéw (17). Z wyjatkiem bliznigt monozygotycznych oraz osobni-
kéw silnie zinbredowanych, indywidualny wzér DNA fingerprinting jest réwnie niepo-
wtarzalny jak uktad linii papilarnych cztowieka. Stad tez pochodzi powszechnie przyje-
ta nazwa tej metody testowania DNA. Prazki wchodzace w sktad indywidualnego wzoru
(allele minisatelitarne) sg dziedziczone w prosty mendlowski sposéb, w potowie od obu
rodzicow, przy czestosci mutacji w kierunku nowych alleli ok. 0,001-0,004 na locus na
gamete (2). Wzor prazkowy jest wysoce stabilny w roznych tkankach oraz w komoérkach
poddanych hodowli. Jeffreys i wsp. (16) dowodza niezmiennosci wzoru uzyskanego
z preparatow DNA izolowanego z krwi i DNA izolowanego z linii komorkowych tego sa-
mego osobnika po ich transformacji wirusem Epstein-Barr.

W przeprowadzonej identyfikacji sekwencji rdzeniowych minisatelitéw jako ele-
mentéw zaangazowanych w procesy rekombinacji ludzkiego DNA wysunieto przy-
puszczenie o ich ewolucyjnym konserwatyzmie (18). Zgodnie z przewidywaniami
sondy wielopozycyjne, stosowane w testowaniu DNA metoda fingerprinting nie sg
specyficzne gatunkowo. lzolowane z genomu cztowieka i wykorzystywane po-
czatkowo jedynie do profilowania ludzkiego DNA uzywane sg obecnie z réwnym po-
wodzeniem w analizie genetycznej innych gatunkdw. Najczesciej stosowane sondy
wielopozycyjne to:
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Fot. 1. Analiza segregacji alleli minisatelitarnych w rodzinie gesi ztozonej z samca, dwoch samic
i odmiorga potomstwa. Fragmenty DNA trawionego enzymem Msp | hybrydyzowano z sondg 33.6.
Strzatkg oznaczono pozycje fragmentu mutacyjnego.

- sondy JefFreys’a 33.6 i 33.15, komplementarne do naturalnie wystepujacych
w genomie cztowieka sekwencji minisatelitarnych zlokalizowanych na chromosomach:
Icen-g24 i 7931.3-qter (2), stanowigce wielokrotne (odpowiednio 18- i 29-krotne)
powtoérzenie sekwencji 33 i 16 zasad. W przypadku DNA cziowieka kazda z sond
wykrywa ok. 17-19 prazkéw i wykazuje czestos¢ mutacji wzoru 0,0054 i 0,0035.
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Obie sondy dajg razem ok. 35 niezaleznie dziedziczonych alleli, z ktérych ok. 20-
25% jest wspdinych dla os6b niespokrewnionych, a 65% dla rodzenstwa niejednoja-
jowego (16);

- sonda Vassarta - wzor pragzkowy powstaje w wyniku hybrydyzacji z DNA faga
M13 posiadajgcego w genie biatka 11l powtorzony motyw (280 pz) sekwencji kon-
sensusowej GAGGGTGGXGGXTCT (lub w wersji skroconej GGXGGXGGXTCT) (19);

- wysoko zmienny region 3' genu a-globiny ztozony z tandemowych powtdrzen
jednostki 17 nukleotydowej (20);

- sonda R18.1 (21) - wyizolowany z genomu bydlecego fragment o dtugosci
1027 pz zawierajacy siedmiokrotnie powtdrzony motyw ztozony z 10-18 powtorzen
segmentu CA, rozdzielonych zmienng (15% réznic miedzy powt6rzeniami) sekwen-
cjg 35 par zasad. W przypadku sondy R18.1 wzdr prazkdw DNAfingerprinting uzyski-
wany jest w wyniku wykrywania alleli zaréwno przez elementy poli(CA) jak i jed-
nostke 35 pz;

- sondy oligonukleotydowe STR, specyficznie wykrywajace polimorfizm krot-
kich sekwencji powtarzalnych: (GATA)4 i (GACA)4 oraz poli(GACTTA), (CAC]s, poli(CA).

Podstawowe cechy, ktére decydujg o atrakcyjnosci metody DNA fingerprinting,
czynigc ja szczegolnie czesto metoda z wyboru w identyfikacji osobnikéw i bada-
niach zmienno$ci genetycznej populacji mozna ujgé w nastepujacym zestawieniu:

1. Kazda sonda zawierajgca sekwencje rdzeniowg minisatelity moze potencjalnie
wykrmac rézne formy alleli wielu wysoko zmiennych loci réwnoczes$nie.

2. Dla kazdego osobnika, przy uzyciu okre$lonej sondy, allele sa ujawniane jako
prazki hybrydyzacyjne odpowiadajgce fragmentom DNA o dtugosci w zakresie od
3 kpz do ponad 23 kpz. R6zne osobniki posiadajg wykrywalne allele w wielu zesta-
wach loci, stad zmienno$¢ pomiedzy osobnikami dotyczy catkowitej liczby alleli,
a zatem takze wszystkich wykrywanych loci.

3. We wzorze DNAfingerprinting allele minisatelitarne nie sg sprzezone i dzie-
dzicza sie u potomstwa niezaleznie (18).

4. Wiekszos¢ osobnikow jest heterozygotyczna pod wzgledem pojedynczego lo-
cus.

5. Sondy minisatelitarne zawierajace rézne sekwencje powtarzajace sie hybrydy-
zujg do roéznych zestawow loci. Informatywno$¢ analizy znacznie podnosi zastosowa-
nie kilku sond i enzyméw restrykcyjnych w réznych uktadach. Wiasciwy dob6r sond
i enzymow decyduje o uzyskaniu wzoru hybrydyzacyjnego o mozliwie najwigkszym
zroznicowaniu. Uzycie Kilku sond wielopozycyjnych w hybrydyzacji z fragmentami
DNA otrzymanymi w wyniku trawienia kilkoma enzymami restrykcyjnymi umozliwia
potencjalnie identyfikacje ogromnej liczby wysoko zmiennych, minisatelitarnych loci.

6. Hybrydyzacyjny wzér prazkowy DNAfingerprinting jest osobniczo specyficzny.
Prawdopodobienstwo odnalezienia we wzorze DNAfingerprinting osobnika A wszyst-
kich prazkéw obecnych u osobnika B wynosi dla sondy 33.15 - 3 x 10""" (16).
Prawdopodobienstwo, ze oba osobniki posiadajg taki sam wzor prazkowy dla tej
sondy jest zatem jeszcze nizsze, za$ prawdopodobienstwo, ze posiadajg ten sam
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Fot. 2. Reprezentatywne wzory DNA fingerprinting grup osobnikéw gesi charakteryzujacych sie
skrajnymi wartosciami niesnosci: A - hybrydyzacja fragmentow DNA trawionego enzymem restrykcyj-
nym Hinf\ z sondg 33.6; B - hybrydyzacja fragmentow DNA trawionego enzymem restrykcyjnym Hinf\
z sonda 33.15; C - hybrydyzacja fragmentéw DNA trawionego enzymem restrykcyjnym Msp | z sondg
33.6. Sciezki elektroforetyczne oznaczone symbolami NN przedstawiajg reprezentatywne wzory wymie-
szanego DNA grupy osobnikéw o najnizszej niesnosci i odpowiednio WN - grupy osobnikéw o najwyz-
szej nie$nosci. Strzatkami oznaczono prazki charakterystyczne dla grup. Dlugos$¢ fragmentow wzorca
NICE DNA Analysis Ladder podano w tys. pz.

wzér dla dwdéch sond jest nizsze niz 5 x 10", System ten pozwala takze na identy-
fikacje osobnikow, ktore taczy pierwszy stopien pokrewienstwa.
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7. Poniewaz analiza typu DNA fingerprinting nie wymaga doktadnej wiedzy do-
tyczacej struktury i organizacji badanego genomu, jest ona szczegélnie uzyteczna
w przypadku badania polimorfizmu DNA u gatunkéw o stosunkowo stabo poznanej
budowie materiatu genetycznego.

System wielopozycyjnej analizy DNA, mimo ze wysoce informatywny, nie umo-
zliwia analizy genotypow osobnikéw - . fenotypuje” DNA, nie dostarczajac danych
dotyczacych charakterystyki loci i alleli. Metoda ta nie pozwala zatem na okre$lenie,
ktore prazki sa reprezentacjg alleli pochodzacych z jednego locus. W wielu aplika-
cjach fakt ten nie stanowi istotnego problemu, natomiast tam gdzie jest to koniecz-
ne wykonuje sie rownolegle indywidualne analizy wybranych loci. Szeroko dyskuto-
wany jest w pismiennictwie réwniez problem opisu i interpretacji statystycznej wy-
nikow (22-24). Dotyczy to szczeg6lnie ujednolicenia kryteribw okre$lania pocho-
dzenia, bowiem prawdopodobienstwo potwierdzenia lub wykluczenia ojcostwa nie
moze by¢ w przypadku analizy wielopozycyjnej szacowane na podstawie czestosci
alleli.

4.2. Profilowanie DNA za pomocg sond pojedynczego locus

Alternatywnym podejsciem badawczym jest zastosowanie analizy pojedynczego
locus VNTR (single locus system - SLS). Metodyka analizy pojedynczego locus minisa-
telitarnego obejmuje te same etapy co wykrywanie polimorfizmu wielu loci. R6znica
dotyczy jedynie warunkdéw w jakich zachodzi proces hybrydyzacji sondy do frag-
mentdw restrykcyjnych badanego DNA. Wymagane jest stosowanie tzw. ,,hybrydy-
zacji wysokich wymagan co gwarantuje precyzyjne przyktgczenie sondy do idealnie
komplementarnej sekwencji ponad 50. zasad. Hybrydyzacja fragmentéw restrykcyj-
nych DNA z sondg pojedynczego locus pozwala na okreslenie genotypu osobnika (5).
Odmienne allele pochodzace z okres$lonego locus uwidaczniane sg jako prazki hy-
brydyzacyjne, odpowiadajace fragmentom restrykcyjnym zawierajgcym rozna liczbe
tandemowych powtérzen, a zatem migrujacym w zelu agarozowym z r6zng predko-
Scia.

W celu umozliwienia jednoznacznego wnioskowania na podstawie analizy jed-
nopozycyjnej konieczne jest wykonanie badan kilku niezaleznych loci. Ocene pokre-
wienstwa osobnikéw przeprowadza sie z uwzglednieniem czestosci wystepowania
alleli w populacji. Niektdre sondy pojedynczego locus, stosowane w praktyce profi-
lowania ludzkiego DNA, wykrywajg jednak ponad 100 roznych alleli, ktérych cze-
sto$¢ w populacji jest trudna do ustalenia. Warto$¢ analizy jednopozycyjnej zalezy
zatem od homogennosci populacji. Jednym z najbardziej polimorficznych loci jest lo-
cus D1S8, ktorego allele o wielkosci od | do 23 kpz wykrywane sg w hybrydyzacji
z sondg MSI, przy czym prawie 99% osobnikdéw w populacji to heterozygoty. jed-
nostka powtarzalna ztozona jest z 9 pz i przypuszcza sie, ze w catej populacji wyste-
puje ponad 2400 alleli (5). Nie wszystkie te allele moga zosta¢ rozdzielone elektro-
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foretycznie, co pociaga za sobg quasi-ciagly rozktad dtugosci alleli wykrytych w po-
pulacji. Loci 0 nizszej zmiennosci (<96%) cechujg sie mniejsza liczbg odmiennych al-
leli, dajac tym samym mozliwos¢ wihasciwej oceny ich frekwencji.

O ile sondy wielopozycyjne hybrydyzujg do DNA réznych gatunkéw, to sondy
jednopozycyjne sg specyficzne gatunkowo. Konieczne jest zatem opracowanie sond
pojedynczego locus dla kazdego badanego gatunku. Sondy takie uzyskuje sie prze-
szukujac biblioteki genomowe danego gatunku przy uzyciu oligonukleotydow o sek-
wencjach wzorowanych na sekwencjach rdzeniowych minisatelitow, w celu izolacji
klonéw wykrywajacych polimorfizm.

4.3. Metody profilowania DNA typu fingetprinting wykorzystujace technike
PCR

Wkrétce po doniesieniu 0 mozliwosci wykrywania polimorfizmu minisatelitow
Jeffreys i wsp. (25) zaproponowali potaczenie czutosci i szybkosci wkasciwych techni-
ce amplifikacji DNA (PCR) z informatywnoscig analizy loci VNTR. Pozwolito to na ana-
lizowanie loci minisatelitarnych nawet na poziomie pojedynczej komorki. Wykorzy-
stanie analizy pojedynczego locus VNTR stanowi bogate, obok sekwencji mikrosateli-
tarnych, zrodto polimorficznych markeréw genetycznych o potencjalnym zastosowa-
niu réwniez w konstruowaniu map organizacji genomu zwierzat gospodarskich.

Gwattowny rozwdj techniki PCR pozwolit nie tylko na podniesienie czutosci
techniki analizy pojedynczego locus mini- i mikrosatelitarnego, ale takze na opraco-
wanie nowych metod testowania DNA opartych na systemach markerowych typufin-
gerprinting.

- Losowa amplifikacja polimorficznego DNA - RAPD {random amplified polimor-
phic DNA). Podstawg metody RAPD, wprowadzonej przez Williamsa i wsp. (26), jest
amplifikacja DNA z wykorzystaniem starterow oligonukleotydowych (najczesciej 10-
meréw) o arbitralnie ustalonej sekwencji. Wiekszo$¢ genoméw zawiera odpowied-
nig liczbe miejsc hybrydyzacji dla krétkiego startera, dlatego kazdy uzyty w meto-
dzie RAPD starter zapoczatkowuje reakcje amplifikacji wielu loci. Wykrywany poli-
morfizm jest wynikiem zaréwno zmian sekwencji w miejscu przytaczenia startera
(mutacje punktowe), jak tez zmian dtugosci matrycy (delecje, insercje), powodu-
jacych nieskuteczno$¢ amplifikacji. Doktadnos¢ analizy zalezy gtéwnie od warun-
kéw reakcji PCR, co bywa przyczyng braku powtarzalnosci wynikéw. Markery RAPD
dziedzicza sie ponadto w sposob dominacyjny, czynigc niemozliwe odrdznienie
osobnikéw heterozygotycznych od homozygotycznych. jednoczesnie metoda ta nie
wymaga wstepnej informacji o sekwencji analizowanego DNA i pozwala na uzyska-
nie wyniku w bardzo krotkim czasie.

- Polimorfizm dtugosci amplifikowanych fragmentéw DNA - AFLP {amplified
fragment length polimorphism). AFLP (27) jest najnowszg metodg otrzymywania obra-
zu polimorfizmu DNA, uzywang poczatkowo jako Zrodto markeréw typu fmgerprin-
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ting W badaniach genomu roslinnego. Metoda opiera si¢ na selektywnej ampliflkacji
fragmentow restrykcyjnych catkowitego genomowego DNA. Procedura wymaga
trzech etapoéw: 1) trawienia genomowego DNA restryktazami i przyfaczenie do
otrzymanych fragmentéw otigonukleotydowych adapteréw, 2) selektywnej amplifi-
kacji zestawu fragmentdw restrykcyjnych, 3) elektroforetycznego rozdziatu produk-
tow amplifikacji. Ampliflkacja fragmentow restrykcyjnych przeprowadzana jest przy
uzyciu starteréw o sekwencji komplementarnej do sekwencji adapteréw, ktére po-
siadajg wybrane nukleotydy na koicach 3’. W rezultacie otrzymuje sie zestaw frag-
mentow restrykcyjnych (Srednio okoto 50-100) ujawnionych za pomoca PCR bez
znajomosci sekwencji nukleotydowej regiondw flankujgcych. Poniewaz polimorficz-
ne fragmenty segreguja zgodnie z prawami mendlowskimi, a metoda cechuje sie
duzg efektywnoscia i powtarzalnoscig wynikow, wykorzystywana jest réwniez w ba-
daniach genomu zwierzat gospodarskich.

5. Wybrane przyktady zastosowania metody DNATfingerprinting
w hodowli zwierzat

Ze wzgledu na ograniczony zakres prezentowanego przegladu zrezygnowano ze
szczegbdtowego opisu mozliwosci ptynacych z zastosowania metody DNA fingerprin-
ting w naukach biologicznych i medycznych, zaréwno w ich aspekcie poznawczym
jak i praktycznym. Warto jednak wymieni¢ niektore z nich: weryfikacja pochodzenia
linii komorkowych, badania epidemiologiczne szczepdw bakteryjnych i innych pato-
gendw, detekcja zmian w DNA zachodzgcych podczas proceséw nowotworzenia,
monitorowanie procesu transplantacji, posrednia diagnostyka choréb dziedzicznych
(takze w badaniach prenatalnych), potwierdzanie lub wykluczanie domniemanego
ojcostwa, identyfikacja blizniat jedno- i dwujajowych.

Sekwencje minisatelitarne stanowiag bogate zrédto markeréw genetycznych sze-
roko stosowanych w analizach rodzinowych, demograficznych, filogenetycznych
i biochemicznych wielu gatunkéw zwierzat dzikich i gospodarskich oraz w bada-
niach majacych bezposredni zwigzek z praktyka hodowlana.

5.1. ldentyfikacja osobnikdw, okreslanie zaleznosci miedzy osobnikami
wewnatrz populacji i miedzy populacjami

Metoda DNA fingerprinting znajduje szerokie zastosowanie w okre$laniu podo-
bienstwa i zaleznosci miedzy osobnikami: identyfikacja, kontrola pochodzenia i we-
ryfikacja rodowodowa, ustalanie podobienstwa osobnikéw w obrebie populacji
i szacowanie poziomu wsobnosci (inbred). Stopied podobieristwa miedzy wzorami
DNA fingerprinting blisko spokrewnionych populacji stanowi réwniez podstawe do
szacowania dystansu genetycznego dzielagcego badane populacje.

74 PRACE PRZEGLADOWE



Systemy oceny minisatelitarnego polimorfizmu DNA

W badaniach struktury naturalnych populacji nieodzowne jest poznanie wzajem-
nych relacji miedzy osobnikami, jednak wiarygodne okre$lenie pochodzenia (po-
twierdzenie lub wykluczenie ojcostwa) nie jest w petni mozliwe przy uzyciu trady-
cyjnych systemow markerowych. Dla licznych gatunkoéw przeciwciata nie sg dostep-
ne albo loci nie sg wystarczajgco polimorficzne, stad w pracach dotyczacych demo-
grafii, ewolucji i zachowania naturalnych populacji czesto stosowana bywa metoda
DNA fingerprinting.

Wiasciwe ustalenie pochodzenia jest szczegdlnie istotne w przypadku zwierzat
gospodarskich, w ktérych hodowli ponoszone sg czesto wysokie naktady na progra-
my sztucznego unasieniania i przenoszenia zarodkéw, za$ warto$¢ hodowlana
osobnikdw oceniana jest na podstawie oceny ich potomstwa. Mozliwo$¢ ustalenia
przynaleznosci osobnika do rodziny, linii lub rasy jest warunkiem koniecznym dla
hodowli zachowujacej czystos¢ linii lub rasy oraz dla kontroli pochodzenia osobni-
kéw uzywanych do reprodukcji (weryfikacja dokumentacji hodowlanej). Dotychczas
identyfikacja osobnikéw i kontrola pochodzenia u bydta, koni i innych gatunkéw
przeprowadzona byta gtdwnie przy uzyciu polimorficznych systeméw markeréw
grup krwi. Prawdopodobienstwo zgodnosci grup krwi dwdéch koni losowo wybra-
nych z populacji jest niskie (waha sie miedzy ! do 25 000 a | do 500 000 dla r6z-
nych ras). Ellegren i wsp. podaja, ze przy wykorzystaniu metody DNA fingerprinting
dla kombinacji sondy (TG)p i enzymu Hinf prawdopodobienistwo wystapienia iden-
tycznego wzoru pragzkowego u niespokrewnionych ktusakéw szwedzkich i koni czy-
stej krwi arabskiej wynosi odpowiednio 10" i 10" (28). jednakze uzycie dwdch sond
molekularnych (33.6 i (TG)io) powoduje, ze prawdopodobienstwo to istotnie maleje
i wynosi od 10"® do W przypadku analizy pochodzenia koni wymienionych
ras wykorzystane sondy wykluczaja fatszywe okreslenie ojcostwa w 96-99% przypad-
kéw, przy zatozeniu braku pragzkow bedacych wynikiem mutacji we wzorach (29).

U wielu gatunkéw zwierzat zidentyfikowano pozytywna korelacje miedzy stop-
niem pokrewiernstwa osobnikdéw a odsetkiem wspolnych prazkéw w ich profilach
DNA. Badania tego typu opierajg sie na zatozeniu, ze prazki wykrywane w poszcze-
golnych profilach DNAfingerprinting reprezentuja allele pozostajace w réwnowadze
sprzezeniowej. Skutecznym sposobem wykluczenia ewentualnosci naruszenia row-
nowagi sprzezen jest przeprowadzenie analizy segregacji alleli w mozliwie duzych
rodzinach badanego gatunku. Analizy takie, zostaty dokonane dla wielu gatunkow
zwierzat gospodarskich: kur, swin, owiec i bydia, jednoczesnie u gatunkow tych wy-
krywano zmienno$¢ polimorficznych loci minisatelitarnych, a na jej podstawie sza-
cowano heterozygotyczno$¢ populacji. Na fotografii | przedstawiono przyktadowy
luminogram analizy segregacji alleli minisatelitarnych w rodzinie gesi.

Zmienno$¢ we wzorze DNAfingerprinting wewnatrz populacji zmniejsza sie wraz
ze wzrostem poziomu wsobnosci (inbred). Wiele komercyjnych linii i rodéw drobiu
poddawanych jest selekcji w kierunku specyficznego, pozadanego fenotypu. Grupy
takie wywodzg sie zwykle od niewielkiej liczby osobnikéw i utrzymywane sg w sta-
dach zamknietych. Stopien wsobnosci tego typu populacji wykrywany jest w anali-
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zie wielopozycyjnej DNA fingerprinting jako wyzszy niz oczekiwany poziom podo-
bienstwa miedzy osobnikami. Opracowano krzywa zaleznosci miedzy zmiennoscig
prazkdéw we wzorze DNA fingerprinting a wspdtczynnikiem wsobnosci, ktéra moze
byé uzywana do okreslenia stopnia wsobnosci w populacjach o nieznanej charakte-
rystyce (30). Jest to szczeg6lnie przydatne dla okreslania stopnia spokrewnienia
osobnikéw w matych izolowanych populacjach zwierzat narazonych na wyginiecie.

DNA fingerprinting jest takze uzytecznym narzedziem okre$lania dystansu gene-
tycznego dzielgcego populacje tego samego gatunku oraz odtwarzania historii ho-
dowli badanej populacji. Wyniki analizy genetycznej selekcjonowanych rozbieznie
linii w populacji zwierzat danego gatunku wskazuja, ze podobienstwo wzoréw DNA
fingerprinting (okres$lane jako udziat wspolnych prazkdw we wzorach badanych linii)
odpowiada genetycznemu podobienstwu miedzy liniami i moze byé uzyte jako wia-
rygodny wskaznik oceny dystansu genetycznego. Indeksy dystansu genetycznego
otrzymane na podstawie poréwnania wzoréw hybrydyzacyjnych (proporcja prazkéw
wspolnych, frekwencja poszczeg6lnych prazkéw) wiasciwie opisujg relacje miedzy
populacjami (31). Siegel i wsp. (32) opisali w ten sposob zaleznosci genetyczne mie-
dzy dzikim kurem dzungli a wspdtczesnymi rodami komercyjnymi kur.

5.2. DNAfingerprinting jako narzedzie praktyki hodowlanej

Metoda wielopozycyjnej analizy DNAfingerprinting znajduje czesto zastosowanie
w rozwigzywaniu probleméw praktyki hodowlanej, jednym z nich jest zjawisko fry-
martynizmu czesto powodujacego nieptodnos¢é zwierzat pochodzacych z rézno-
ptciowych ciaz mnogich. Przyczyng zaburzen jest wymiana komérek prekursoro-
wych szpiku kostnego pomiedzy zarodkami bliznigt u bydta, koni, Swin i owiec.
Okreslenie kariotypu osobnika z frymartynizmem identyfikuje obecnos¢ linii leuko-
cytéw z chromosomami XX i XY. Plante i wsp. (33) wykazali, ze stosujac sonde mini-
satelitarng pSRC-7 u bydta mozna potwierdzi¢ nie tylko wystepowanie chimeryzmu
leukocytarnego, ale réwniez brak wymiany komoérek pomiedzy bliznietami tej samej
plci.

Metode DNA fingerprinting mozna wykorzysta¢ takze do wyboru wyselekcjono-
wanych linii przy krzyzowaniu towarowym dla uzyskania jak najwiekszego efektu
heterozji. Pozwala ona bowiem oceni¢ dystans genetyczny pomiedzy osobnikami
i populacjami. Heterozygotyczno$é potomstwa oraz heterozja sg za$ wysoko sko-
relowane z poziomem dystansu genetycznego dzielacego populacje rodzicielskie.
Maksymalny efekt heterozji spodziewany jest przy krzyzowaniu linii 0 minimalnym
udziale prazkéw wspolnych we wzorze (34,35). Ustalenie poziomu heterozygotycz-
nosci potomstwa na podstawie czestosci markerow w pokoleniu rodzicielskim,
moze by¢ pomocne do opracowania skutecznego systemu kojarzen.

W tradycyjnych programach hodowlanych pozadana cecha moze byé wprowa-
dzana do komercyjnej linii biorcy przez krzyzowanie osobnikéw pomiedzy liniami.
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i serie krzyzdwek wstecznych, z selekcjg potomstwa na ekspresje cechy w kazdym
pokoleniu. W przypadku hodowli bydta procedura taka trwa kilka lat. Zastosowanie
metody DNAfingerprinting zwieksza efektywno$¢ prac hodowlanych poprzez reduk-
cje liczby pokolen krzyzéwek wstecznych. Hillel i wsp. (36) oceniaja, ze juz dwa po-
kolenia BCi i BC2 sg wystarczajgce dla odzyskania 99,9% genomu linii biorcy przy na-
tezeniu selekcji ok. 10% w obu pokoleniach.

Najwieksze znaczenie techniki DNA fingerprinting w hodowli zwierzat gospodar-
skich polega na wykrywaniu sprzezeh miedzy loci minisatelitarnymi a gtdwnymi ge-
nami kontrolujacymi ekspresje cech ilosciowych - QTL (quantitative traits loci).
Identyfikacja markeréw pozostajacych w sprzezeniach z QTL pozwala na tatwiejsze
manipulowanie zmiennoscig cech waznych gospodarczo oraz istotnie zwieksza mo-
zliwo$¢ potencjalnego lokalizowania genéw zaangazowanych w kodowanie tych
cech. Powtarzalne sekwencje DNA, jakkolwiek nie zaangazowane w funkcje kodo-
wania informacji o strukturze biatek, a zatem nie podlegajgce procesom selekciji,
dostarczajg jednak istotnych danych o skutkach tych proceséw dotyczacych loci
strukturalnych, z ktérymi sg sprzezone. Mechanizm ten jest szczeg6lnie cenny dla
wspotczesnej hodowli zwierzat poniewaz pozwala na wykorzystanie informatywno-
sci markerow w celu identyfikacji genéw kontrolujacych wazne gospodarczo cechy
iloSciowe.

Analiza molekularna zmiennosci o charakterze cigglym opiera sie na zatozeniu,
ze osobniki pochodzace z badanej populacji, wykazujace skrajne wartosci danej ce-
chy roznig sie potencjalnie miedzy sobg w najwiekszej liczbie loci kontrolujgcych te
ceche. Poréwnywanie reprezentatywnych wzoréw DNAfingerprinting dla grup osob-
nikbw o najwyzszych i najnizszych parametrach cechy w jej normalnym rozktadzie
fenotypowym (tail analysis) moze zatem przyblizy¢ identyfikacje sprzezen. W przy-
padku braku sprzezenia pomiedzy loci QTL a pragzkami obecnymi we wzorach DNA
fingerprinting analizowanych grup, reprezentatywne profile powinny pozosta¢ iden-
tyczne (37).

Plotsky i wsp. (38) zastosowali strategie analizy segregacji alleli minisatelitar-
nych w badaniach dotyczacych cechy odktadania thuszczu wewnetrznego u kur typu
miesnego. Do badan uzyto potomstwo linii ojcowskiej, pochodzacej z pokolenia Fj
krzyzéwki pomiedzy liniami o niskim i wysokim stopniu odkfadania thuszczu wew-
netrznego oraz matczynej, o niskim wskazniku odktadania ttuszczu. Poréwnanie re-
prezentatywnych wzoréw prazkowych (uzyskanych przy uzyciu sond 33.6 i R 18.1)
potomstwa o skrajnych wartosciach cechy doprowadzito do zidentyfikowania specy-
ficznego prazka pochodzenia ojcowskiego, zwigzanego z niskim stopniem odktada-
nia thuszczu. Dunnington i wsp. (39) doniesli o skutecznym zastosowaniu tego typu
analizy do identyfikacji sprzezerh pomiedzy profilem DNAfingerprinting a dtugoscig
skoku niesnoscig i masg ciata u kur (40). Podjeto takze poszukiwania potencjalnych
sprzezen pomiedzy reprezentatywnymi wzorami DNA fingerprinting a cechami
zwigzanymi z niesnoscig u gesi. Na fotografii 2 przedstawiono wzory prazkowe
otrzymane w wyniku analizy grup ptakéw o najnizszej (26,3 jaj - NN) i najwyzszej
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(40,8 jaj - WN) niesnosci. Zidentyfikowane specyficzne prazki w obrazie DNAfin-
gerprinting odrézniajace grupy osobnikéw o najnizszym i najwyzszym poziomie ba-
danej cechy postuzy¢ moga jako punkt odniesienia do badar sprzezen alleli minisa-
telitarnych z loci kontrolujgcymi cechy iloSciowe.

Zastosowanie wielopozycyjnej metody DNA fingerprinting w celu poszukiwania
genetycznych markerdéw cech ilosciowych jest ograniczone w przypadku gatunkéw
0 niskiej plennosci z powodu trudnosci w uzyskaniu odpowiednio licznej reprezen-
tacji potomstwa i relatywnie wysokiego poziomu podobienstwa wzoréw pomiedzy
osobnikami. U bydta osobniki przydatne do badania sprzezen sg zwykle potom-
stwem wielu niespokrewnionych matek. Analiza fragmentéw pochodzenia matczy-
nego nie jest zatem przydatna z uwagi na niewielka liczbe potomstwa jednej matki.
Dlatego sugeruje sie raczej porownanie wzoréw DNA fingerprinting grup cérek jed-
nego ojca wykazujacych skrajne wartosci badanej cechy (41).

Dysponujac odpowiednig liczbg potomstwa w badaniach rodzinowych mozna
dokona¢ identyfikacji zaleznosci miedzy obecnoscia polimorficznych alleli minisate-
litarnych a wystepowaniem jednostek chorobowych lub ekspresjg innych cech. Geo-
rges i wsp. (42) doniesli o identyfikacji sprzezenia pomiedzy genem odpowiedzial-
nym za ceche hipertrofii miesniowej u bydta a specyficznym prazkiem hybrydyzacyj-
nym wykrywanym we wzorze DNA fingerprinting generowanym przez sonde
EFD 134.7, wywodzacg sie z genomu cztowieka.

Dla pelnego przesledzenia segregacji sprzezer oraz umiejscowienia loci QTL
w genomie konieczna jest jednak izolacja i wykorzystanie sond specyficznych dla
pojedynczych loci, odpowiadajacych zidentyfikowanym prazkom (43).
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