Metody oraz ekonomiczne znaczenie
sterowania proporcjqg ptci u bydta

Grzegorz Grzybowski

Edward Dymnicki

Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzat
Polska Akademia Nauk

Jastrzebiec

1.Wstep

nalezienie uniwersalnego $rodka, ktéry umozliwiatby skuteczny wpltyw na

pte¢ potomstwa zaprzgtano uwage ludzkosci juz od stuleci. W odniesieniu

do selekcji zwierzat gospodarskich realny wptyw na proporcje pici jest szcze-

golnie istotny poniewaz wigze sie z mozliwoscig wprowadzenia optymalnej
strategii hodowlano-produkcyjnej dajacej pozadane efekty ekonomiczne.
W Polsce, praktyka hodowlana nie dysponuje jeszcze efektywnym testem
diagnozowania ptci opartym na zaawansowanej technologii molekularnej. Kra-
je o ugruntowanej tradycji w hodowli bydta podejmuja badania w celu uzy-
skania samowystarczalnosci w zakresie dysponowania metodami zwigzanymi
z biotechnikami rozrodu w celu ich stosowania w programie hodowlanym.
Szerokie badania z tego zakresu prowadzone sg rowniez w Instytucie Genetyki
i Hodowli Zwierzat PAN w Jastrzebcu.

Celem artykutu jest przedstawienie aktualnych pogladéw odnoszacych sie
do determinacji pici, omowienie sposobéw potencjalnego oddziatywania na
proporcje pici, a takze wykazanie korzysci ekonomicznych wynikajgcych
z wprowadzenia do krajowego programu hodowlanego skutecznego testu
umozliwiajagcego wczesne rozpoznawanie pici zarodkéw bydlecych.

Jest oczywiste, ze dysponowanie zwierzetami tylko jednej pici, odpowie-
dnio do wybranego kierunku produkcji zwiekszytoby znacznie jej efektyw-
nos¢. W hodowli miesnych ras bydla preferowane sg osobniki meskie ze
wzgledu na Sbszy wzrost, lepsze wykorzystanie paszy, lepsza wydajnosé
rzezng itd. Na przyktad, w polskich badaniach nad rosngcym bydtem wyka-
zano, ze buhajki zuzywaly az o 23% mniej suchej masy, biatka i energii
netto na przyrost 1 kg masy ciata anizeli jatowki (5). Produkcja w Kierunku
mlecznym preferuje osobniki pici zehskiej. Kazdy przypadkowo zaimplanto-
wany zarodek pici meskiej nie jest w produkcji ukierunkowanej na mleko
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elementem pozgdanym. Wiaze sie to przede wszystkim ze zmarnowaniem
srodkéw na zakup zarodka oraz utrudnieniami w organizacji produkciji.

Zagadnienie wczesnego rozpoznawania pici u bydta nabrato dodatkowego
znaczenia w zwiazku z rozwojem programoéw hodowlanych opartych na me-
todzie mnogiej owulacji i przenoszenia zarodkoéw {multiple ovulation and em-
bryo transfer — MOET). Istotg tych programow jest przetamanie bariery ni-
skiej ptodnosci krow. Powstata mozliwosé uzyskania kilkudziesieciu sztuk po-
tomstwa od krowy. Osigga sie to poddajagc krowy-dawczynie zarodkéw sty-
mulacji hormonalnej (superowulacji). Po zaptodnieniu nasieniem wybranego
reproduktora, wyptukuje sie z drég rodnych dawczyn wieksza ticzbe zarodkéw,
ktére przenosi sie do macicy kroéw-biorczyh badz bezposrednio, badz po dtuz-
szym okresie przechowywania zarodkéw w gtebokim zamrozeniu. Metoda MOETT
umoztiwia znaczne przyspieszenie postepu genetycznego. Na przykiad, w wy-
niku realizacji znanego programu kanadyjskiego ,,TEAM” (22) uzyskano 55
petnych rodzin z zatozonym odstepem miedzy pokoleniami dla testowanych
grup buhajow-poétbraci o 19% krétszym w stosunku do testowania na pod-
stawie potomstwa. Przewidywany postep genetyczny jest w tej sytuacji az
0 8-9,5% wyzszy. Uwzgledniajagc mozliwosci zwigzane z biotechnikami rozrodu
polegajacymi na zaptodnieniu in vitro oocytéw uzyskanych od jedno do pie-
ciomiesiecznych jatowek, postep genetyczny mogtby by¢é nawet o 22% wiekszy.

W Polsce realizowany jest takze program doskonalenia bydta mlecznego
z uzyciem metody MOETT, opracowany w IGiHZ PAN w Jastrzebcu (31).

Na swiecie, zarodki bydlece sg przedmiotem obrotu handlowego, a wyspe-
cjalizowane firmy komercyjne oferujg metody ich otrzymywania oraz tech-
nologie DNA umozliwiajgce diagnostyke pici. Technologie te sg objete za-
strzezeniami patentowymi. Biorgc pod uwage, ze cena bardzo dobrego za-
rodka dochodzi¢ moze do 2000 USD, stosowana przez wspomniane firmy
silna ochrona swego interesu handlowego jest powszechna. W tym kontek-
scie, samowystarczalno$¢ w zakresie dysponowania wspomnianymi techno-
logiami niekonwencjonalnego rozrodu nabiera duzej rangi ekonomicznej.
Podstawowym ogniwem w tych technologiach jest efektywna diagnostyka pici
zarodkéw (tzw. seksowanie).

2. Sposoby potencjalnego oddziatywania na proporcje pici
u zwierzqt gospodarskich

Gldwnymi procesami w ostatecznym uformowaniu pici osobnika sa:

— uksztattowanie tzw. pici chromosomowej w czasie zaptodnienia, co
w warunkach normatnych jest réwnoznaczne z nadaniem osobnikowi pici
genetycznej,

— uformowanie gonad (jadra lub jajniki) z poczatkowo bipotentnej, pre-
kursorowej tkanki gonadowej zgodnie z zaprogramowang picig genetyczna,

— ksztaltowanie pici fenotypowej tzn. réznicowanie wewnetrznych i zew-
netrznych narzaddéw rozrodczych zgodnie z picig gonadowg (30).
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Zwienczeniem wszystkich wymienionych proceséw jest uksztattowanie
tzw. pici behawioralnej manifestujacej sie jako specyficzne libido piciowe tzn.
zespdt zachowan definiowanych jako zdeterminowanie seksualne w stosunku
do osobnikoéw pici przeciwnej. Biorgc pod uwage wymienione procesy deter-
minacji, pte¢ osobnika rozpatrywa¢ mozna na réznych poziomach biologicz-
nej hierarchicznosci. Jednak poza picig genetyczng, nie maja one w hodowli
wiekszego znaczenia. Wszelkie wystepujace aberracje w zakresie pici gona-
dowej, fenotypowej, a zwilaszcza behawioralnej sg tatwe do zidentyfikowania
i podlegajg naturalnej i hodowlanej selekcji negatywnej.

Obecnie wyr6zni¢ mozna dwie gltowne strategie potencjalnego oddziatywa-
nia na proporcje pici u bydta:

— separacja subpopulacji plemnikéw niosgcych chromosom X i Y,

— ustalanie pici zarodkéw (tzw. seksowanie) wyptukiwanych z drog rod-
nych superowatowanych kréw-dawczyn, a nastepnie ich transfer do macicy
krow-biorczyn; drugg mozliwoscig jest transfer do macicy kréw-biorczyn se-
ksowanych zarodkow, pozyskiwanych w wyniku zaptodnienia oocytow in vitro
(3,8,15).

W technikach stuzacych do separacji plemnikéw niosacych chromosomy
piciowe X i Y wykorzystuje sie badz r6znice chemiczne w btonie komérkowej,
badz fizyczne odnoszace sie zwitaszcza do ich wielkosci.

W metodach chemicznych, przewaznie brana jest pod uwage obecnos¢ na
plemnikach Y samczego antygenu transplantacyjnego H-Y (35). Giéwnym
elementem tej koncepcji jest separacja subpopulacji plemnikéw przy wyko-
rzystaniu monoklonalnych przeciwciat ukierunkowanych na ten antygen. Te-
chnika ta ma jednak znaczenie wylgcznie eksperymentalne. Innym sposobem
separacji plemnikéw X i Y jest poddawanie ich dziataniu pola elektrycznego.
W czasie rozdziatu elektroforetycznego plemniki niosgce chromosom X mi-
gruja sj~bciej niz plemniki Y (14). Jednak zasadniczg niedogodnoscig tej
metody, catkowicie przekreslajaca mozliwos¢ jej praktycznego zastosowania
jest utrata ruchliwosci plemnikéw po elektroforezie.

Techniki separacji plemnikéw niosgcych informacje X i Y opierajace sie
na rdznicach fizycznych wykorzystuja to, ze chromosom X jest wiekszy anizeli
chromosom Y i zawiera wiecej DNA. Jafar i Flint podajg (14), ze zwigzana
z wielkoscig chromosomow réznica gestosci rzedu 0,0007 g/cm” umozliwia
separacje plemnikéw poprzez wirowanie w medium o odpowiednim gradien-
cie. Przy zastosowaniu wirowania w gradiencie Percollu uzyskano podczysz-
czone (ok. 65-70%) frakcje bydlecych plemnikéw X i Y (20). Analizujgc je
przy zastosowaniu czutych technik cytometrii przeptywowej stwierdzono jed-
nak, ze efekt separacji byt catkowicie iluzoryczny [cyt. za (14)].

Technika cytometrii przeptywowej jest aktualnie najlepszym sposobem
umozliwiajgcym separacje plemnikéw o informacji X i Y. Opiera sie¢ ona na
pomiarze wzglednej zawartosci DNA w pojedynczych plemnikach znakowa-
nych barwnikiem fluorescencyjnym. Najnowsze systemy sortowania umozli-
wiajg uzyskiwanie ok. 95% czystosci populacji bydlecych plemnikéw X i Y
(15). Aktualne mozliwosci sortowania wahajgce sie w granicach od 4 x 100
do 5 X 10™ Z)rwych plemnikdéw na godzine sg jednak daleko niewystarczajace
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z punktu widzenia kryteriow wymaganych w technikach sztucznego unasie-
niania. Dlatego metoda cytometrii przeptywowej do sortowania populacji ple-
mnikoéw X i Y nie ma obecnie praktycznego zastosowania. Przewidywaé¢ moz-
na w przysztosci wzrost znaczenia cytometrii przeptywowej przy sterowaniu
proporcja pici u bydta o ile eksperymentalne biotechniki rozrodu polegajgce
na dojrzewaniu i zaptodnieniu ooc3déw in vitro osiagna stan wiekszego za-
awansowania, umozliwiajgc zweryfikowanie kosztow i efekt}rwnos$¢ praktycz-
nych zastosowan tej metody (3,8,16).

Znanych jest wiele innych metod umozliwiajgcych rozrdéznienie miedzy
ptcig meska i zeniska oraz seksowanie zarodkow. Wymienia sie tu gtéwnie
cytogenetyczne techniki analizy kariotypu, iloSciowe poréwnania aktywnosci
niektérych enzyméw kodowanych przez loci umiejscowione na chromosomie
X, poréwnania roznic tempa wzrostu zarodkéw XX i XY (zarodki meskie
w krétszym czasie osiggajg bardziej zaawansowane stadia rozwojowe niz zen-
skie) itd. (33). Metody te posiadajg jedynie walory teoretycznopoznawcze i nie
majg wiekszych perspektyw z punktu widzenia mozliwosci ich zastosowania
w sterowaniu proporcja pici. Wydaje sie, ze ewentuatlnie metody anatiz ka-
riotypu mogg stanowi¢ w tym wzgtedzie pewne pomocnicze uzupetnienie.

W probtematyce sterowania proporcjg pici u zwierzat gospodarskich na
ptan pierwszy wysuwajg sie obecnie technologie DNA wykorzystujagce najno-
wsze zdobycze badan podstawowych zwigzanych z molekularnymi uwarun-
kowaniami pici genetycznej.

3. Molekularne uwarunkowania pici genetycznej oraz tradycyjne
podejscie do jej identyfikacji i seksowania zarodkow

Inicjacja ksztattowania sie zespotu cech piciowych na wczesnych etapach
rozwoju embrionalnego jest procesem wyboru meskiego lub zerhskiego wzorca
rozwojowego. Zaangazowane sg w to dwa alternatywne szlaki regulacji eks-
presji genéw, a wybor jednego z nich zalezy od mechanizmu przetaczajacego,
okrestanego jako developmental switch (18,23). U ssakéw, samce sa hete-
rogametyczne (XY) za$ samice homogametyczne (XX).

Wystgpienie samczego fenotypu jest silnie skorelowane z obecnoscig chro-
mosomu Y. Przyjeto zatem, ze na chromosomie Y obecny jest hipotetyczny
gen regulatorowy ktéry nazwano TDK [testis determining factor), odgrywajacy
role owego biologicznego przetacznika, od ktérego zalezy rodzaj wzorca roz-
wojowego pici. W 1990 r. opisano u ludzi, myszy i krélikbw poszukiwany
gen TDK nadajac mu symbol SRY (13). Po wykazaniu, ze w wyniku jego
wprowadzenia technikami transgenicznymi do mysiego zarodka o kariotypie
XX generowany jest fenotyp samczy (19) ostatecznie zaakceptowano, ze SRY
jest omawianym przetacznikiem determinacji ptci u ssakéw. Locus SRY opi-
sano u wielu gatunkdéw, w tym u zwierzat gospodarskich (4,13,18). Skiada
sie on z malego bezintronowego centralnie usytuowanego genu o wielkosci
okoto 2,8 kb, kodujgcego domene biatka bedgcego czynnikiem transkrypcyj-
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nym zwanego HMG {High Mobility Group) lub HMG box. Omawiany region
HMG box wykazuje daleko posunieta konserwatywnos$¢ sekwencji miedzy
gatunkami. Na przyktad, homologia HMG box ludzi i bydta wynosi 83,1%
na poziomie sekwencji nukleotydowej i 72,2% w sekwencji aminokwasowej
biatka (4). HMG box oflankowany jest z obydwu stron repetytywnymi se-
kwencjami po okoto 15 kb, ktoére z kolei charakteryzujg sie wielkg zmien-
noscig miedzy gatunkami. Rzeczywista, biologiczna funkcja tych sekwencji
nie jest dotychczas jednoznacznie sprecyzowana. Pomiedzy blisko spokrew-
nionymi gatunkami naczelnych poréwnanie sekwencji flankujgcych HMG box
wskazuje na zachodzgce tu czynne zmiany mutacyjne [cyt. za (4)]. Podobne
obserwacje zanotowano przy porownaniu réznych populacji myszy. Wyniki
najnowszych badan wskazujg, ze regulacyjna funkcja biatek HMG box zwig-
zana jest z ich interakcjami poprzez wspomniane sekwencje repetytywne
(36). Przyjmuje sie zatem, ze locus SRY odgrywa istotng role w procesie
ksztattowania gatunkéw jako genetyczny osrodek tworzenia bariery rozrod-
czej miedzy formujacymi sie populacjami. Fakt, ze sekwencje flankujgce
HMG box nie wykazujg praktycznie zadnej homologii miedzy gatunkami stat
sie inspiracjg wykorzystania tej ich wiasciwosci do diagnozowania pici tech-
nikami motekulamymi przy wykorzystaniu tancuchowej reakcji polimerazo-
wej (PGR). W badaniach s$wiatowych koncepcja ta, w sytuacji braku innej,
jest wcigz bardzo powszechna i mimo swej niedoskonatosci ciggle jeszcze
stosowana przez finny komercyjne. Opisano juz wiele gatunkowo-specyficz-
nych primeréw umozliwiajacych amplifikacje sekwencji charakterystycznych
dla chromosomu Y u podstawowych gatunkéw zwierzat gospodarskich (byd-
o, owce, kozy, Swinie, konie ) (2,25,27,28,34). Omawiana koncepcja oparta
jest na tym, ze z genetycznego punktu widzenia réznica miedzy osobnikami
zenskimi i meskimi potega na obecnosci w genomie chromosomu Y. Zatem
nalezy wykry¢ chromosom Y w genomie aby skutecznie zdiagnozowaé ptec
osobnika. Zatozenie to jest generalnie stuszne. Jednakze zasadniczg, obie-
ktywna wada praktyczng jest to, ze w przypadku pici zenskiej wynik testu
nie manifestuje sie obecnosciag jakiegokolwiek produktu PGR.

Z uwagi na brak wewnetrznej kontroli testu, wynik taki jest nie do od-
réznienia od wszelkich pomyitek i niedoktadnosci, ktére ostatecznie prowadzg
do identycznego rezultatu. Stwarza to mozliwo$¢ uzyskania catkowicie zafal-
szowanych w}mikéw. Na przykiad, stan taki moze mie¢ miejsce przy niedo-
ktadnosciach na wielu etapach procedury laboratoryjnej, np. przy biopsji
komérek, ekstrakcji DNA, przy przeprowadzaniu fancuchowej reakcji poli-
merazowej itd. Nawet tak pozornie btahe i niezalezne od eksperymentatora
przyczyny jak nieco obnizona jakos¢ wody do zbuforowania komponentéw
PGR, obnizony poziom jonéw magnezu Mg™*" w reakcji, domieszka w mie-
szaninie reakcyjnej PGR sulfotlenku dodecylu {sodium dodecyl sulphate —
SDS) lub innych czynnikdéw inhibujagcych aktywnos$¢ polimerazy DNA, do-
mieszka hemoglobiny, obnizona jako$¢ odczynnikéw itd., prowadzi¢ moze do
catkowitych niepowodzen w badaniach, tzn. braku amplifikacji analizowane-
go odcinka genu. W przypadku omawianych metod identyfikacji ptci opartych
na amplifikacji sekwencji charakterystycznej dla chromosomu Y, najistot-
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niejsze jest to, ze eksperymentator nie jest w stanie odpowiednio szybko
rozpozna¢ wymienionych uchybien, co ostatecznie moze prowadzi¢ do mylnej
interpretacji wynikéw. Reasumujac, zawsze powstaje niemozliwa do usunie-
cia watpliwos¢ czy brak produktu PCR oznacza pte¢ zenskg czy tez faktycznie
mamy do czynienia z probkg pobrang od osobnika meskiego w ktdrej nie
zaszta efektywna amptifikacja analizowanego odcinka genu. Powodowa¢ to
moze istotne rozbieznosci w zakresie prawidtowosci wynikdw.

W Poitsce, podejmowano juz w ostatnim czasie ekperymentaine préby
okrestania pici zarodkow bydlecych przy wykorzystaniu technik molekular-
nych (PCR). W diagnostyce pici wykorzystywano opisang strategie opartg na
wizualizacji sekwencji DNA charakterystycznej dla chromosomu Y. W eks-
perymentach wykorzystywano sekwencje primerow objete zagranicznymi za-
strzezeniami patentowymi. Wyniki tych badan opublikowano w 1995 r. (37).
Rezultaty omawianych prac bedacych bardzo cennymi informacjami prakty-
cznymi dla aktualnie prowadzonych badan wskazuja m.in. na zrédta poten-
cjalnych zagrozehn dla wiarygodnosci wynikéw. Na przyktad, we wstepnych
prébach okrestenia pici 113 par: zarodek-biopsja, zgodno$¢ wyniku uzyskano
tylko w 8 przypadkach. Autorzy sugerujg, ze powodem tego stanu byty biedy
przy pobieraniu komoérek podczas biopsji i ich przenoszenia do probéwek,
w ktérych byly przeprowadzane reakcje PCR.

Etementem przesadzajacym o przydatnosci i watorach praktycznych testu
jest obecnos¢ lub brak wewnetrznej kontroli i zwigzana z tym mozliwos¢
wiarygodnego zweryfikowania prawidtowosci przebiegu calej procedury iden-
tyfikacyjnej. Diatego w dziedzinach, gdzie pomyitka w oznaczeniu pici w bio-
logicznej prébce stanowiacej dowdd rzeczowy moze mie¢ bardzo daleko idace
reperkusje (np. w medycynie sgdowej), obserwuje sie odchodzenie od konce-
pcji wykorzystywania do testow PCR sekwencji charakterystycznych dla chro-
mosomu Y. Zasadniczym powodem jest fakt, ze testy oparte na tej strategii
nie posiadajg dostatecznego zabezpieczenia kontrolnego, wykluczajgcego po-
mytki zwigzane z wadliwym przebiegiem procesu PCR. Réwniez w Polsce oma-
wiana metoda diagnostyki ptci stracita swe dawne znaczenie poniewaz obecnie
dostepne sa znacznie efektywniejsze procedury molekularne, umozliwiajgce
okreslenie pici osobnika na podstawie DNA ze Sladow biologicznych z pra-
wdopodobienstwem graniczacym z pewnoscig (24,26). Niewatpliwie najno-
woczesniejszymi technologiami stosowanymi w badaniach osobniczej zmien-
nosci DNA sa zautomatyzowane procedury sekwencjonowania. Aktualnie wy-
korzystuje sie do tego celu automaty nowej generacji zwane sekwenatorami
DNA. We wszystkich znanych typach sekwenatorow detekcja polega na lase-
rowym wzbudzeniu fluorescencyjnie wyznakowanych produktéw i odbywa sie
w $rodowisku zelu denaturujacego bezposrednio podczas rozdziatu etektro-
foretycznego. Kontrolowana przez laser szybkos¢ migracji produktéw sekwen-
cjonowania jest automatycznie przetwarzana na kolejnos¢ (sekwencje) zasad
w analizowanym genie lub jego fragmencie. Bezposrednie, automatyczne se-
kwencjonowanie produktéw PCR catkowicie eliminuje uciazliwy etap klono-
wania. Dlatego szybkos$¢, doktadnosé, a przede wszystkim zakres informacji
genetycznych mozliwych do uzyskania tym sposobem sa nieporéwnirwalnie
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wieksze od mozliwosci wszystkich innych technik molekularnych. W Polsce,
technika automatycznego bezposredniego sekwencjonowania produktéw PCR
jest juz praktycznie stosowana w multipleksowym tescie STR/IAMG, zopty-
malizowanym pod kagtem diagnozowania pici i osobniczej identyfikacji u ludzi
(24). Natomiast w odniesieniu do genomu zwierzat gospodarskich zostata ona
po raz pierwszy zastosowana w 1996 r. do identyfikacji istotnych gospodarczo
mutacji BLAD i DUMPS u bydta (11,12). Pewnym mankamentem zautomaty-
zowanych technik bezposredniego sekwencjonowania produktéw PCR sg sto-
sunkowo wysokie koszty przeprowadzania eksperymentéw. Z tego wzgledu,
omawiana grupa technik nie moze by¢ obecnie wykorzystywana na masowa
skale w rutynowych procedurach seksowania zarodkéw bydia.

Sabeiivand i Outteiidge podaja (33), ze przy seksowaniu zarodkow byd-
lecych technikg PCR uzyska¢ mozna blisko 100% doktadnos$¢ wynikow przy
zastosowaniu dwoch lub trzech zestawéw primeréw dla sekwencji chara-
kterystycznych dla chromosomu Y oraz dodatkowo (jako wewnetrzna kon-
trola), zestawu primeréw umozliwiajgcych amplifikacje produktéw jakiego$
autosomalnego locus. Przydatnos¢ technik molekularnych do wczesnego roz-
poznawania pici genetycznej jest zatem duza. Wydaje sie jednak, ze sekso-
wanie zarodkéw na bardziej masowsg skale przy zastosowaniu tak rozbudo-
wanej procedury nie byloby ekonomicznie uzasadnione.

Z punktu widzenia praktycznych mozliwosci, rutynowych zastosowan
w programie genetycznego doskonalenia bydta, gtownym kryterium przydat-
nosci stosowanej procedury seksowania zarodkéw jest oprocz niezawodnosci,
jej prostota, powtarzalnos¢ wynikéw, stosunkowo mata pracochtonnosé
i wzgtednie niskie koszty wykon}wania testow.

Poszukuje sie zatem na $wiecie nowych obiektow w genomie, ktérych
wykrywanie ogniskowatoby w sobie wspomniang niezawodnos$¢ (dokiadnosc)
metod seksowania z jednoczesng minimalizacjg przeznaczanych na ten cel
srodkéw finansowych.

W Polsce, zagadnienie identyfikacji pici u bydia (seksowania zarodkéw)
pozostaje takze aktualndmi problemem badawczym, wcigz oczekujgc na pra-
ktyczne wdrozenie do programu hodowlanego.

4. OkreSlanie pici u bydta poprzez wykrywanie genéw
markerowych dla chromosomow X i Y

Najnowszym obiektem badan s$wiatowych jest gen amelogeniny, ktérego
struktura moze by¢ elementem niekonwencjonalnej diagnostyki pitci u bydta.
W Polsce, zagadnienie to podjeto w IGIHZ PAN w Jastrzebcu na przetomie
1995/1996 r. Pier*wsze uzyskane rezultaty (10,32) pozwalajg oczekiwac, ze
juz w niedtugim czasie polska hodowla moze dysponowac¢ wiasnym, efektyw-
nym testem diagnozowania pici u bydta, opartym na zaawansowanej tech-
nologii DNA.

Gen amelogeniny jest stosunkowo mato znany w dziedzinie badan genomu
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zwierzat gospodarskich. Lezy on gtéwnie w orbicie zainteresowarn medycyny
i stomatologii. Amelogenina jest gtdwnym biatkiem macierzy pozakomadrkowej
w zawigzkach zebowych syntetyzowan3nn w wyspecjalizowanych komarkach
— ameloblastach. Biatko to jest podstawowym ogniwem formowania szkliwa
zebowego. Dziedziczny defekt formowania szkliwa u tudzi znany jest jako
syndrom amelogenesis imperfecta. Jego etiologia, jak sie przypuszcza, zwig-
zana jest z czynno$ciowa aberracjag kariotypowg polegajgcg na niepetnej ina-
ktywacji (lub catkowitym braku inaktywacji) jednego z chromosoméw X w ge-
nomie (38). W 1989 r. Lau i wsp. (21) wykorzystujac w eksperymentach
hybrydyzacyjnych cDNA amelogeniny myszy stwierdzili, ze ludzkie sekwencje
kodujace amelogenine obecne sg na krotkim ramieniu chromosomu X
(Xp22.3-p22.1) oraz blisko centromeru na chromosomie Y Ofpll). W bada-
niach tych wykazano takze, ze gen bydlecej amelogeniny z pewnoscig obecny
jest u tego gatunku na chromosomach piciowych. Fakt ten jako pochodzacy
w zasadzie z dziedziny badan nad genomem ludzkim jest wsréd specjalistow
zajmujacych sie mapowaniem genomu bydta domowego zapewne mato znany.
W zadnej z dotychczas opublikowanych map genomu bydta domowego, wia-
cznie z wydaniem najnowszym (6) locus amelogeniny nie jest uwzgledniony.
Jednakze jego zmapowanie na chromosomach X i Y u bydia nie ulega wat-
pliwosci, czego potwierdzeniem jest najnowsze opracowanie porownawcze ge-
noméw u gatunkéw Homo sapiens, Bos taurus i Mus musculus (39). Gtéwne
informacje o cechach strukturalnych oraz fizjologicznych uwarunkowaniach
genu amelogeniny bydlecej pochodzg z przeprowadzonych w ostatnim czasie
badan Gibsona i wsp. (9). Rezultaty cytowanych prac wskazuja, ze u réznych
gatunkéw gen amelogeniny, umiejscowiony na chromosomie Y, posiada
charakterystyczng ceche tzn. delecje nukleotydows. U bydta wynosi ona 61
par zasad. Wspomniana delecja moze byé charakterystycznym wyrdznikiem
(markerem) do diagnostyki w genomie obecnosci chromosoméw X i Y, a za-
tem do diagnostyki ptci homo- i heterogametycznej. Pierwsze na Swiecie ba-
dania z zakresu diagnostyki pici genetycznej u ludzi na podstawie polimor-
fizmu sekwencji genu amelogeniny przeprowadzone zostalty przez Akane
i wsp. w 1991 r. (1) dla potrzeb medycyny sadowej. W Polsce, obszerne
badania z tego zakresu przeprowadzone zostaty w 1993 r. przez Pawtowskie-
go (26). Najnowszym zastosowaniem zmiennosci genu amelogeniny u ludzi
jest opracowany w Polsce multipleksowy test STR/AMG oparty na automa-
tycznej analizie fragmentow i sekwencji DNA generowanych technikg PGR.
Umozliwia on niezawodng identyfikacje osobniczg i dochodzenie ojcostwa
(24). We wspomnianym multipleksie amplifikowanych jest jednocze$nie
w jednej reakcji PGR kilkanascie réznych produktéw autosomalnych loci
oraz jeden produkt w locus amelogeniny dla osobnika ptci homogametycznej
(kobieta XX) oraz dwa produkty dla osobnika pici heterogametycznej (mez-
czyzna XY). Rowniez inne laboratoria Swiatowe zajmujace sie genomem czto-
wieka opracowuja multipleksowe testy stuzgce do osobniczej identyfikacji
w ktorych uwzgledniany jest locus amelogeniny (17,29).

W dziedzinie badan nad bydiem, pierwszg informacje o mozliwosci zasto-
sowania polimorfizmu genu amelogeniny do identyfikacji ptci opublikowano
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na Swiecie w koncu 1994 r. (7). Wskazywano przy tym na bardzo istotny
walor tej metody tzn. obecno$¢ wewnetrznej kontroli procesu amplifikacji co
wyklucza jakgkolwiek pomyitke, szczegdlnie przy diagnostyce pici zehskiej.
Niemozliwa jest tu bowiem sytuacja, ze w reakcji PCR nie jest generowany
zaden produkt. O ile fakt taki ma miejsce wskazuje to jednoznacznie na
jakie$ uchybienie w tescie, a nie tak jak w poprzednich metodach opartych
na diagnostyce sekwencji chromosomu Y, na pte¢ zenska. Jest to istota
wspomnianej juz wewnetrznej kontroli testu.

IGIHZ PAN dysponuje juz efektywnym testem diagnozowania pici genety-
cznej u bydia przy wykorzystaniu probek genomowego DNA izolowanego
z krwi (10,32). Podstawowym elementem wspomnianego testu sa dwa ory-
ginalne profile termiczne umozliwiajace wydajng amplifikacje sekwencji byd-
lecego genu amelogeniny klasy ! i Il podczas tahcuchowej reakcji polimera-
zowej (PCR).

5. Ekonomiczne znaczenie sterowania proporcjg pici u bydia

Istotg i celem selekcji hodowlanej jest zwigkszenie postepu genetycznego
(Ag). Jest on przekazywany na czterech odrebnych $ciezkach: ojciec-syn, oj-
ciec-corka, matka-syn i matka-corka. W zakresie $ciezki ojciec-syn i ojciec-
corka osiggnieto bardzo duzy postep genetyczny gtdéwnie poprzez sztuczne
unasienianie. Jest to aktualnie najbardziej skuteczna i ekonomicznie naj-
efektywniejsza biotechnologia dzieki ktorej osigga sie poprawe, np. w sto-
sunku do wydajnosci mleka kréw ok. 1,5% na rok (22). Sciezki ojciec-syn
i ojciec-corka maja gtéwny udziat w postepie genetycznym ze wzgledu na
mozliwosci ogromnego zwiekszenia stopnia rozrodczosci ojcow. W zwigzku
z tym intens3Twnos$¢ selekcji buhajow moze by¢é wydatnie zwiekszona.

Natomiast techniki mnogiej owulacji i przenoszenia zarodkéw (MOET) po-
zwalajg na przetamanie bariery niskiej ptodnos$ci krow. Ma to duze znaczenia
w doskonaleniu bydta. Jest bowiem oczywiste, ze uzycie mniejszej liczby
kréw — jako matek buhajéw umozliwi ostrzejsza selekcje tej grupy zwierzat.
W tym konteks$cie, wprowadzenie w warunkach produkc}(jnych skutecznego
testu umozliwiajacego szybkie okreslenie pici genetycznej zarodkéw bytoby
dodatkowsrm elementem umozliwiajgcym zwiekszenie postepu genetycznego
przy wydatnie zmniejszonych kosztach zabiegéw genetyczno-selekcyjnych.

Znaczenie techniki seksowania zarodkéw polega przede wszystkim na
stworzeniu mozliwosci zwiekszenia postepu genetycznego na sciezkach mat-
ka-syn i matka-corka. Zagadnienie to objasni¢ mozna analizujac skiadowe
postepu genetycznego.

Postep genetyczny (Ag) wyrazi¢ mozna wzorem:

gdzie: i - oznacza intensywnos$¢ selekciji.
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fig - dokladnos¢ oceny wartosci hodowlanej,
8g - zmienno$¢ genetyczng wyrazong poprzez Srednie standardowe
odchylenie genetyczne

Wartos$¢ i zalezy od procentu 2:wierzat wybranych jako rodzicéw naste-
pnego pokolenia. Mozna jg wyrazi¢ jako iloraz roznicy selekcyjnej (x-5d i $red-
niego standardowego odchylenia fenotypowego 8p

X - X
Sp

u bydta mlecznego, przy wprowadzeniu testu skutecznie prognozujgcego
pte¢ urodzonego potomstwa wystarczajace bytoby uzycie tylko potowy stawki
krow-matek buhajow aby uzyskaé konieczng liczbe buhajkéw i potowe stawki
kréw w stadzie do wyprodukowania jatéwek na jego remont.

Wartos¢ Fig zalezna jest od wielkosci wspoétczynnika odziedziczalnosci (h?)
dla danej cechy i moze by¢ wyrazona poprzez jego pierwiastek kwadratowy
(rip = Vh"). Odnosi sie to jednak tylko do sytuacji kiedy warto$¢ hodowlana
danej cechy kalkulowana jest na podstawie wilasnej wydajnosci. Natomiast
w przypadku kalkulacji na podstawie wydajnosci potomstwa, dokladnosé
oceny wartosci hodowlanej zalezna jest nie tylko od wartosci h”, lecz réwniez
od liczby potomstwa wykorzystanego do oceny. Przyja¢ mozna, ze dla cech
wydajnosci mleka odziedziczalno$¢ (h") wynosi okoto 0,25. Natomiast wiel-
ko$¢ Fig rowna jest 0,5.

Komponent postepu genetycznego wyrazany jako warto$¢ 8g jest miarg
zmiennosci genetycznej w populacji. Dla cech uzytkowosci mlecznej za pod-
stawe analizy przyja¢ mozna 200 kg mleka, 8 kg ttuszczu i 6,5 kg biatka.

W tabeli 1 przedstawiono wielkos¢ postepu genetyeznego w zakresie wy-
dajnosci mleka w zaleznosci od liczby wybranych kréw na matki przysziego
pokolenia. W normalnych warunkach produkcyjnych odnoszacych sie do re-
alibw polskiej hodowli bydta, w najcenniejszych genetycznie stadach zaro-
dowych z ktérych rekrutujg sie kandydatki na matki buhajéw, faktycznie
na ten cel przeznacza sie 10% krow. Natomiast 80% stawki kréw przeznacza
sie na reprodukcje stada. Wprowadzenie testu skutecznie prognozujgcego
pte¢ zarodkéw umozliwiatoby zatem hodowcy realny wptyw na proporcje pici
przychowka i obnizenie omawianych warto$ci odpowiednio do 5 i 40%.
W przypadku S$ciezki matka-syn przyniostoby to zwiekszenie postepu gene-
tycznego o 17,7%. Natomiast w przypadku S$ciezki matka-corka postep ge-
netyczny bytby az o 177,1% wigkszy (tab. 1).

Biorgc pod uwage szybkos¢ rotacji pokolen i biologie rozrodu bydta do-
mowego, Sredni odstep miedzy pokoleniami na $ciezce matka-syn wynosi
okoto 6 lat, natomiast na S$ciezce matka-cérka 4 lata. W przeliczeniu na
jeden rok, omawiany postep genetyczny wynikajacy z faktu seksowania za-
rodkéw wyraza¢ sie bedzie 3 kg mleka na Sciezce matka-syn i az 44 kg na
Sciezce matka-coérka. Przedstawione przykiady mozliwych korzysci ekonomi-
cznych wynikajgcych ze sterowania proporcjg pici nie wyczerpujg jednak
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Tabela 1
Wielkos$é postepu genetycznego wydajnosci mleka w zaleznosci od liczby wybranych kroéow

JAKO MATKI PRZYSZtEGO POKOLENIA

s wybrane ; .

Sciezka krowy (%) i rig
matka-syn* 10 1,75 0,5 200 175
matka-corka* 80 0,35 0,5 200 35
matka-syn** 5 2,06 0,5 200 206
matka 40 0,97 05 200 97
% zwyzki
matka-syn 17,7%
matka-corka 177,1%

stan dotychczasowy, ** stan w przypadku seksowania.

catosci omawianego zagadnienia. Szczegdlnie pozytecznym zatosowaniem me-
tod seksowania zarodkéw bytoby na przykiad imptantowanie meskich zarod-
kéw bydta mieszaricowego mlecznym krowom-biorcz}niiom w celu uzyskania
wysokowartosciowego bydta opasowego. Przypomnie¢ nalezy cytowane wczes-
niej wyniki badan dotyczace lepszego wykorzystania paszy przez buhajki
0 ponad 20% (5), a takze fakt, ze mieszance bydta ras miecznyeh z bydiem
ras miesnych odznaczajg sie lepszymi wynikami opasu i lepszg jakoseig tu-
szy. W tej sytuaeji, dodatkowe korzysci wyrazone w przyehodaeh hodowcy
moga by¢ nawet 30% wyzsze.

Omowione w tym artykule korzysei ekonomiezne odnoszace sie do poste-
pu genetycznego zwigzanego z seksowaniem zarodkéw dotyezy¢ moga w dzi-
siejszyeh realiaeh polskiej hodowli jedynie matek buhajéw oraz metody mno-
giej owulacji i przenoszenia zarodkéw (MOET). Metoda MOET jest jednak
droga jak na polskie warunki.

Innym podstawowym zagadnieniem skutecznosci jej stosowania jest wymag
bardzo dobrej organizacji produkcji oraz rozwigzanie problemoéw dotyczacyeh
poprawy zdrowotnos$ei populacji, zabezpieczenia paszowego, ograniezenie skali
jatowosci bydta w Polsce, dobre opanowanie w warunkach terenowych metod
synchronizaeji rui, superowulacji, przeehowywania i transferu zarodkow itd.

Wydaje sie, ze zatatwienie przynajmniej ezesci tych spraw uzaleznione
jest od poprawy stanu infrastruktury gospodarczej kraju, a przede wszystkim
od atmosfery wokét polskiego rolnictwa i woli autentycznego rozwigzywania
jego probleméw. Mozna jedynie wyrazi¢ nadzieje, ze juz w bliskiej przysztosci
praktyka rolnicza bedzie w stanie w petni wykorzysta¢ mozliwosci wynikajgce
z aktualnie prowadzonych w Polsce badan nad teehnologiami DNA, osiggna¢
samowystarczalno$¢ w tym zakresie, wzbogaeajagc program hodowlany o no-
we elementy przynoszace korzysci krajowej gospodarce.
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Methods and the econonnic importance of controling sex proportions in
cattle

Summary

Attending animals of only one sex, depending on the chosen type of production, would
considerably increase its effectivity. The problem of sex determination is an element of crucial
importance in biotechniques of unconventional reproduction. In the case of cattle it gained
importance with the development of breeding programmes based on multiple ovulation and
embryo transfer (MOET). The control of proportions between sexes may be obtained either thro-
ugh separation (sorting) of spermatozoa subpopulations carrying chromosome X or Y, or by
determining the sex of embryos (known as sexing) prior to their transfer to the uterus of the
recipient cow. The current possibilities of sorting viable sperm are highly unsatisfactory for the
needs of artifical insemination. Thus, for the sex preselection DNA techniques are being intro-
duced, using the latest results on sex determining region Y (SRY) and on polymorphism of the
gene of amelogenine.

Introducing embryo-sexing into breeding programmes for cattle would result in considerable
profits for the countries’ economy. For instance, the annual genetic progress as regards milk
production would reach 3 kg on the dam-son path and as much as 44 kg on the dam-daughter
path.
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