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1. Wstep

Poznawanie genomu zwierzat staje sie obecnie istotnym elementem wspoéitczesnej hodowili,
a tym samym i biotechnologii zwierzecej (12,29,35). Mapowanie gendéw jest przedsiewzieciem
zmierzajgcym do ustalenia miejsca wystepowania (loci) genéw na chromosomach. Opracowa-
nie map genowych ma bezposredni zwigzek z poszukiwaniem markeréw genetycznych dla
cech, ktére z hodowlanego punktu widzenia sg istotne. Identyfikacja takich polimorficznych mar-
keréw umozliwiataby prowadzenie efektywnej selekcji posredniej {marker - assisted selection),
zaréwno w odniesieniu do cech jakosciowych jak i ilosciowych. Bardzo dobrym przykladem wy-
korzystania osiggnie¢ w mapowaniu genéw jest lokalizacja genu ,,Hal” odpowiedzialnego za
reakcje na stres u Swin. Ustalenie loci tego genu na chromosomie 6 (8,19,20) oraz poznanie gru-
py sprzezeniowej, w sktad ktérej ten gen wchodzi pozwala na prowadzenie skutecznej selekcji
przeciwko nosicielom allelu podatnosci na stres w oparciu o blisko sprzezone geny markerowe
(17,38,39). Umiejetnos¢ mapowania gendw moze odda¢ réwniez ogromne ustugi przy analizie
miejsc wigczenia obcych gendw u zwierzat transgenicznych. Badania takie wykonywano juz nie-
jednokrotnie — np. lokalizacja miejsca wigczenia genu ludzkiej insuliny w genomie transgenicz-
nych myszy (27). Wydaje sie, ze mapowanie gendw jest jednym z bardzo waznych pomostéw
pomiedzy klasycznym pojmowaniem hodowli zwierzat i wspotczesnymi biotechnologiami fun-
kcjonujacymi w produkcji zwierzecej.

2. Metody mapowania genéw

Mapowanie gendéw prowadzone jest w oparciu o trzy podstawowe metody, ktére rézniag sie
nie tylko pod wzgledem metodycznym, ale takze z punktu widzenia informatywnosci uzyskiwa-
nych wynikéw.

Metoda pierwsza (historycznie najstarsza) polega na rodzinowej analizie segregacji alleli
dwodch lub trzech genéw. Wynikiem takich badan moze by¢ stwierdzenie faktu sprzezenia
miedzy genami, a tym samym, ustalenie grupy sprzezeniowej {linkage group). Metoda ta nie po-
zwala na wskazanie, na ktérym chromosomie geny te sg zlokalizowane (z wyjatkiem sytuacji,
w ktorej geny te sa sprzezone z picia, co jest rownoznaczne z ich lokalizacja na chromosomie
ptciowym). Badanie segregaciji alleli w obrebie grupy sprzezeniowej moze doprowadzi¢ réwniez
do ustalenia kolejnosci loci oraz odlegto$ci genetycznych pomiedzy nimi. Jest ona wyrazana
przez czestos¢ zachodzenia zjawiska crossing-over w obszarze miedzy genami, i tak 1% cros-
sing-over = 1 centiMorgan (cM). Jezeli badania segregacji alleli moga by¢ wzbogacone o réw-
noczesng analize dziedziczenia markeréw* chromosomowych, to mozliwe jest zlokalizowanie da-
nego genu (lub grupy sprzezeniowej) na konkretnym chromosomie. Przykiadem tego jest
lokalizacja ioci uktadu grupowego krwi G u $win na chromosomie 15 (14).

Lata siedemdziesigte przyniosty nowa technike cytologiczng - hybrydyzacje komoérek soma-
tycznych, ktéra okazata sie bardzo przydatna w mapowaniu genéw. Metoda ta polega na prze-
prowadzeniu fuzji pomiedzy komdérkami somatycznymi dwdéch gatunkéw, a nastepnie hodowli
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Rys.1. Mapowanie gendw przy wykorzystaniu metody hybrydyzacji komérek somatycznych. L-limfocyty
gatunku mapowanego, E36-komarki linii E36 (chomik), PEG-glikol polietylenowy.
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tak uzyskanych hybryd powigzanej z analizg biochemicznag syntetyzowanych przez nie biatek
(elektroforetyczna identyfikacja biatek) i ewentualnie cytogenetyczng (kariotypowanie linii komor-
kowych). Schemat tej metody jest przedstawiony na rys. 1.

Najczesciej dokonuje sie fuzji komoérek somatycznych przez ich umieszczenie w Srodowisku
glikolu polietylenowego (PEG). Selekcja komérek hybrydowych mozliwa jest natomiast dzieki
specjalnemu doborowi komponentéw komérkowych do hybrydyzacji. Jeden z komponentow
charakteryzuje sie genetycznie uwarunkowanym defektem polegajacym na niemoznosci syn-
tetyzowania pewnych enzymow. Bardzo czesto wykorzystuje sie linie komérkowe niezdolne do
syntezy fosforybozylotransferazy hipoksantyny (HPRT) - np. linia E36 chomika chiniskiego (37)
lub kinazy tymidynowej (TK) - np. linia A3 chomika chinskiego (10). Selekcje komoérek hybrydo-
wych dokonuje sie poprzez zastosowanie dwéch mechanizméw. Po pierwsze, komorki sa ho-
dowane na podiozu HAT (zawiera hipoksantyne, aminopteryne i tymidyne). Aminopteryna blo-
kuje gtéwny szlak syntezy DNA. W zwiazku z tym, ze jeden z komponentéw komoérkowych nie
jest zdolny do syntezy enzymu HPRT lub TK dlatego niemozliwe jest wykorzystanie alternatyw-
nej drogi syntezy DNA. Sytuacja taka nie ma miejsca w przypadku komérek hybrydowych, bo-
wiem enzymy te moga by¢ syntetyzowane dzieki obecnosci w ich genomie informacji pocho-
dzacej od drugiego komponentu komoérkowego, np. prawidtowych limfocytow lub fibroblastow
pochodzacych od gatunku, ktérego genom ma by¢ mapowany. Usunigcie z hodowli komoérek
drugiego komponentu przebiega zaleznie od tego z jakimi komérkami mamy do czynienia. Je-
zeli sg to limfocyty, to sa one usuwane wraz z podtozem hodowlanym dzieki ich niezdolnosci do
przylegania do dna naczynia hodowlanego. Jezeli sg to fibroblasty, to sg one niszczone poprzez
dodanie do podioza steroidu - ouabain, ktéry blokuje transport jondéw Na i K. Wrazliwos¢ na ten
zwiazek jest bardzo rézna. Wiadomo na przyktad, ze fibroblasty swiriskie sga znacznie bardziej
wrazliwe anizeli komorki linii A3 (9).

Po wyselekcjonowaniu komérek hybrydowych w trakcie ich dalszej hodowli nastepuja cha-
rakterystyczne zmiany w ich genomie. Polegajg one na tym, ze chromosomy jednego kompo-
nentu komoérkowego podlegajg stopniowej eliminacji. W efekcie w wyprowadzonych klonach sy-
tuacja jest tego rodzaju, ze genom komponentu, ktéry podlegat eliminacji jest reprezentowany
tylko przez jeden lub kilka chromosomoéw (36). Generalng zasadg jest, ze w komoérkach hybry-
dowych zachowane sg chromosomy linii komdorkowej, ktéra byfa juz uprzednio prowadzona
w warunkach in vitro, np. E36, A3 itp.

Wyprowadzone klony komoérek hybrydowych sa analizowane biochemicznie i ewentualnie
cytogenetycznie. Analiza biochemiczna (elektroforeza biatek) pozwala na ujawnienie jakie biatka
i jakiego pochodzenia sg syntetyzowane przez komoérki danego klonu. Wykonanie takich badan
dla wielu klonéw pozwala na identyfikacje tzw. grupy syntenicznej {synteny group), czyli grup
gendéw, ktéra zawsze pojawia sie tgcznie w klonach co oznacza, ze jest ona zlokalizowana na
jednym chromosomie. Nalezy w tym miejscu zaznaczy¢, ze nie musi oznaczac to sprzezenia
pomiedzy tymi genami, poniewaz przy duzej odlegtosci miedzy nimi analiza segregacyjna daje
wynik wskazujacy na dziedziczenie niezalezne. Jezeli oprécz badan biochemicznych wykonana
bedzie analiza cytogenetyczng tychze klonéw, to mozliwe jest przyporzadkowanie okreslonej
grupy syntenicznej konkretnemu chromosomowi. Méwimy wowczas o lokalizacji grupy synteni-
cznej na chromosomie {chromosomal assignment of synteny group). Lokalizacja taka wskazuje
tylko chromosom, na ktérym grupa synteriiczna jest umiejscowiona. Nie wiemy natomiast nic na
temat konkretnego miejsca, w ktérym geny te sa zlokalizowane na chromosomie (loci), ani nie
znamy odlegtosci pomiedzy nimi.

Opisana metoda byta szeroko stosowana w pierwszej potowie lat osiemdziesigtych (10, 28,
37). Mozna jednak powiedzie¢, ze pomimo ogromnej pracochtonnosci nie pozwolita ona na do-
konanie znaczacego przetlomu w mapowaniu genéw u zwierzat domowych.

Przetlom nastgpit w chwili szerokiego zastosowania trzeciej metody - hybrydyzacji in situ
pomiedzy sondami DNA odpowiadajgcymi fragmentom lub sekwencjom DNA zawierajacym da-
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Preparat chromosomowy Sklonowana sonda DNA

1. ZNAKOWANIE SONDY
(radioaktywne, np. trytem
lub nieradioaktywne,
np. biotyna)

2. DENATURACJA (preparatu i sondy)

3. HYBRYDYZACJA (naniesienie zdenaturowanej sondy
na zdenaturowany praparat)

4. WYWOLYWANIE SYGNALU (Emulsja fotograficzna w przypadku
znakowania radfioaktywnego lub np.
barwnik fluorescencyjny w przypadku
znakowania biotyna)

i
5. POSZUKIWANIE SYGNALU NA PREPARACIE CHROMOSOMOWYM
(analiza mikroskopowa)

- BARWIENIE PRAZKOWE CHROMOSOMOW ORAZ ICH IDENTYFIKACJA
(moze by¢ wykonane przed lub po hybrydyzaciji)

Rys. 2. Mapowanie genéw przy wykorzystaniu metody hybrydyzaciji in situ.
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ne geny i preparatami chromosomowymi. Mozliwe to byto dzieki ogromnemu postepowi doko-
nanemu w biologii molekularnej, ktéry zaowocowat miedzy innymi sklonowaniem wielu genéw
lub ich fragmentéw czy tez tworzeniem bibliotek genomowych (sklonowane fragmenty DNA da-
nego gatunku uzyskane przez ciecie catkowitego DNA enzymem restrykcyjnym i wbudowywa-
nie do plazmidow lub kosmidow).

Hybrydyzacja in situ pozwala na precyzyjne umiejscowienie mapowanego genu nie tylko na
konkretnym chromosomie, ale réwniez wskazanie jego loci - méwimy wdéwczas o lokalizacji ge-
nu na chromosomie {gene assignment). Ponadto, metoda ta pozwala na okreslanie rzeczywis-
tych (fizycznych) odlegtosci pomiedzy genami. Tym samym dokladnos¢ tej metody jest niepo-
rownywalnie wyzsza wzgledem dwoéch opisanych wczesniej.

Istota proeedury hybrydyzacji in situ polega na nastepujgcych elementach: a) dysponowa-
nie sondg DNA mapowanego genu, b) znakowanie sondy metoda radioaktywng (np. trytem) lub
nieradioaktywng (np. biotyng), c) denaturacja sondy oraz chromosomdéw na preparacie mikro-
skopowym, d) hybrydyzacja, potaczona z renaturacja, pomiedzy zdenaturowang oraz wyznako-
wang sonda i preparatem chromosomowym, e) obserwacja mikroskopowa sygnatu, bedacego
efektem znakowania sondy, w miejscu, gdzie nastgpita hybrydyzacja pomiedzy sonda i komple-
mentarng sekwencjag DNA na chromosomie, f) cytogenetyczna identyfikacja chromosomu, na
ktorym wystgpit sygnat. Schemat metody zostat przedstawiony na rys. 2.

W poczatkowym okresie stosowania hybrydyzacji in situ korzystano prawie wylgcznie z ra-
dioaktywnego znakowania sondy. Ostatnie lata przyniosty znaczacy postep w udoskonaleniu
znakowania nieradioaktywnego, ktore opiera sie gtdwnie na znakowaniu sondy DNA biotynowa-
nym nukiteotydem uracytowym: Bio-11-dUTP (18,32). Poczatkowe ograniczenie dla tej metody,
polegajace na jej stosunkowo niskiej czutosci (sekwencje mapowane powinny by¢ o diugosci
kilku tysiecy par zasad), jest coraz czesciej przezwyciezane (3). Wykorzystanie sond klonowa-
nych w kosmidach moze by¢ szczegdlnie uzyteczne przy zwiekszaniu czutosci sond znakowa-
nych nieradioaktywnie (23).

Mapowanie genéw moze by¢ wspomagane innymi nowoczesnymi metodami, takimi jak sor-
towanie chromosomow, ktére pozwala na uzyskanie jednorodnej frakcji zawierajacej konkretny
chromosom. Mozna to osiggna¢ poprzez sortowanie w cytofluorymetrze przeptywowym (2) lub
sortowanie magnetyczne (11). Bardzo obiecujacga metoda jest rowniez mikrodysekcja chromo-
somowa przeprowadzana na preparatach mikroskopowych. Wymienione zabiegi moga
pozwoli¢ na stworzenie bibliotek chromosomowych. Bylyby one cennym uzupetnieniem syste-
mu bibliotek genomowych. Takze metoda PGR {polymerase chain reaction) jest pomocna
w mapowaniu genéw, np. przy identyfikacji chromosoméw w hybrydowych liniach komaérko-
wych (6,22).

3. Konserwatyzm genetyczny

Hybrydyzacja in situ oraz istniejgce zjawisko konserwatyzmu ewolucyjnego stwarza realne
szanse osiggniecia znacznego postepu w mapowaniu genéw u zwierzat gospodarskich. Zjawi-
sko konserwatyzmu ewolucyjnego posiada dwa poziomy: a) wystepowanie identycznych grup
sprzezeniowych w genomach réznych gatunkéw i b) znaczne podobieristwo molekularne analo-
gicznych gendw u réznych gatunkéw. Oznacza to, ze na podstawie znajomosci grup sprzeze-
niowych u jednego gatunku mozna niejednokrotnie przewidywac¢ wystepowanie analogicznych
sprzezen u innych gatunkéw. Do tej pory wykonano wiele poréwnan dowodzacych znacznych
zbieznosci pomiedzy grupami syntenicznymi opisanymi u réznych gatunkéw, np. cztowieka,
bydta i myszy (33,34,37). Wykazano réwniez, ze niektére grupy sprzezeniowe sg bardzo podob-
ne zaréwno pod wzgledem uktadu toci, jak i odlegtosci pomiedzy nimi (16). Zalezno$¢ ta byta
miedzy innymi wykorzystana przy lokalizacji genu reakcji na stres w genomie cztowieka w opar-
ciu 0 poznang wczesniej grupe sprzezeniowg obejmujacg ten gen u swin (26). Obserwacje te
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pozwolity na wykazanie, ze bardzo czesto identycznos¢ wzoréw prazkowych na chromosomach
pochodzacych od réznych gatunkéw jest zbiezna z homologia pod wzgledem wystepowania
analogicznych genéw w tych chromosomach lub ich fragmentach (30,31).

Z drugiej strony konserwatyzm na poziomie molekularnym umozliwia wykorzystanie sklono-
wanej sondy pochodzacej od jednego gatunku do mapowania analogicznego genu u innych
gatunkow. Przyktadéw tego typu dziatania opisano juz bardzo wiele. Jednym z nich moze by¢
wykorzystanie ludzkiej sondy odpowiadajacej genowi kodujacemu antygeny klasy | gtéwnego
kompleksu zgodnosci tkankowej (MHC) do zmapowania analogicznego kompleksu w chromo-
somach konskich (25) i owczych (24). Ten sam kompleks u bydta i koni byt zmapowany przy
uzyciu sondy reprezentujacej geny kodujgce antygeny klasy | u $win (1,13). Konserwatyzm tego
typu pozwala na szerokie wykorzystanie sond molekularnych, ktére sg obecnie dostepne w licz-
nych laboratoriach zajmujacych sie biologig molekularna.

Obserwowany postep w mapowaniu gendéw mozliwy jest dzieki owocnemu tgczeniu technik
molekularnych i cytogenetycznych. Opracowanie metod prazkowego barwienia chromosoméw
i zwigzana z tym umiejetno$¢ identyfikacji poszczegdlnych chromosomow jest niewatpliwie Klu-
czowym elementem w tym przedsiewzieciu. Poréwnywalna i precyzyjna identyfikacja chromoso-
mow stata sie mozliwa w momencie opracowania miedzynarodowych wzorcow kariotypéw pod-
stawowych gatunkéw zwierzat gospodarskich: bydta, owiec i kéz (21) oraz Swin (4) i koni (5).

4. Mapy genowe u bydta i Swin

Przedstawienie aktualnego stanu wiedzy o zmapowanych genach jest zadaniem niezmiernie
trudnym, a wiasciwie niewykonalnym. Spowodowane jest to nieprzerwanym strumieniem infor-
macji, ktory sptywa z wielu laboratoriow. W efekcie tzw. aktualny stan wiedzy staje sie bardzo
szybko juz nieaktualny. W przegladowej pracy na temat mapy genowej u bydia, ktéra ukazata
sie w 1989 r. (16) wymienionych byto 81 genow, wsréd ktorych tylko niewiele (pie€ loci) miato
Scistg lokalizacje. Wiekszos¢ byta umieszczona w jednej z 26 grup syntenicznych lub 5 grup
sprzezeniowych. Opracowanie, ktére ukazato sie rok pozniej (36) uwzgledniato juz 138 gendw.
Kolejny wykaz sporzadzony przez Friesa w listopadzie 1990 r. (nie publikowany) zawierat juz 237
loci, wsréd ktéorych 32 loci miato Scista lokalizacje w okreslonym miejscu znanego chromoso-
mu. Uzyskano réwniez znaczacy postep w lokalizacji grup syntenicznych. Zbiorcze zestawienie
oparte na przytaczanym opracowaniu przedstawione jest w tab. 1.

Tabelal

Aktualny stan wiedzy o mapie genowej u bydta domowego (Bos taurus), 2n=60

Grupa Liczba genéw dokfadnie
Chromosom .
synteniczna* sprzezeniowa** zlokalizowanych

1 2 3 4

1

2 U 13, LG 10 1

3

4

5 u3 - 7

6 U 15 LG3 4

7

8 u 17 - 2

9
10 us - 2
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Cd tab. 1

*- nie zlokalizowano grup syntenicznych: U1, U2, U6, U7, U8, U10, Ull, U12, Ul14, U16, U18, U22, U25,
U27, U29; ““ nie zlokalizowano grup sprzezeniowych: LG2, LG4, LG6, LG7, LG8, LG11, LG12, LG13

Mapowanie genomu $Swiriskiego wydaje sie zadaniem nieco tatwiejszym do wykonania,
przynajmniej z dwoéch powodow: 1) istnieje znacznie mniejsza diploidalna liczba chromosomow,
a mianowicie 2n=38 oraz 2) identyfikacja chromosomow jest tatwiejsza. W roku 1990 liczba ge-
now, ktére udato sie zmapowac wynosita 54 sposréd 107 opisanych u $win (15). Rok pézniej li-
czba zmapowanych genéw wzrosta do 82 (7). Zbiorcze zestawienie oparte na cytowanej pracy
zob. tab. 2.

Tabela?2

Aktualny stan wiedzy o mapie genowej u swini domowej (Sus scrofa domestica), 2n=38 (7)

Grupa synteniczna lub Liczba genéw
Chromosom L . . X .
sprzezeniowa (liczba genow)* doktadnie zlokalizowanych
1 2 3
1 - 1
2
3 5 2
4 2 2
5 2 2
6 11 7
7 14 5
8 2 2
9 1 1
10 1 1
11
12 2 1

BIOTECHNOLOGIA 1 (16) '92



MAPOWANIE GENOW U ZWIERZAT GOSPODARSKICH 83

cd tab. 2
1 2 3
13 6 2
14 2 2
15 1 -
16
17
18
X 7
Y 2

*- nie zlokalizowano do tej pory pieciu grup sprzezeniowych:
LG | (dwa geny), LG Il (dwa geny), LG lIl (dziesie¢ gendw),
LG IV (jeden gen) i LG VI (jeden gen).

5. Strategia mapowania genow

Duzy wysitek badawczy skoncentrowany na mapowaniu koiejnych gendéw u zwierzat gospo-
darskich skierowany jest na osiggniecie podstawowego celu jakim jest poznanie lokalizacji poli-
morficznych genéw (markeréw), ktére sa robwnomiernie rozproszone w genomie danego gatun-
ku. Oznacza to, ze nalezaloby osiagnac takie wyniki, aby na kazdym chromosomie znane byly
loci okoto trzech gendw, ktére sa dos¢ rownomiernie rozmieszczone na chromosomie. Przyjmu-
je sie, ze dlugos¢ przecietnego genomu zwierzat wynosi okoto 3(XX)cM (16). Jezeli mapa geno-
wa miataby stuzy¢ jako mapa markerdw, to zaktada sig, ze maksymalna odlegto$s¢ miedzy mar-
kerami nie powinna przekracza¢ 40cM. W ten sposéb kazdy gen znajdujacy sie miedzy nimi nie
bedzie dalej potozony od genu markerowego niz 20cM. /Za}ozenia te ozna\lczaja, ze Srednia

dilugos¢ chromosomu bydlecego wynosi okoto 1(X)cM 20 -=100cM a chromosomu
n =

Swiniskiego okoto 160 cM M3 <<B60CM - 1o o um przecietny chromosom bydlecy po-
winien zawierac trzy zidentyfikowane markery: po jednym w odlegtosci 20cM od centromeru i te-
lomeru oraz jeden miedzy nimi. Natomiast na przecietnym chromosomie swiriskim powinny by¢
cztery markery. Oznakowanie wymienionym sposobem genomu bydlecego wymagatoby okoto
90 dobrze rozproszonych markeréw (3x30=90), a genomu $winskiego okoto 80 markeréw
(4X19=76).

Jezeli spojrzymy na obecny stan wiedzy, tzn. liczbe zmapowanych gendéw oraz ich umiej-
scowienie w genomie, to tatwo mozna wykazac, ze stale jeszcze wiele chromosomoéw lub ich re-
giondw nie ma przyporzadkowanych markerow. Mozna jednak przewidywaé, ze postep w naj-
blizszych latach bedzie bardzo duzy dzieki coraz wiekszej liczbie laboratoriow wigczajacych sie
w nurt tych badan oraz intensywnej wspotpracy miedzynarodowe;j.
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Gene mapping in farm animals

Summary

Investigations of animals genome have become an important element of animal biotechnology. At
present, the main goal is to localize in karyotypes as many markers as possible. The most efficient method
of gene mapping is in situ hybridization between chromosome preparations and DNA probes. The greatest
effort in gene mapping has been made in the case of cattle and swine. The bovine gene map consist of
237 loci. Among them 32 have got chromosomal assignments. The swine gene map consist of 82 loci with
28 chromosomally assigned.
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