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Summary

The paper presents the genetic characteristics of Pulawska breed pigs carried out on the basis of cytogenetic
and molecular studies. Among chromosome markers, polymorphic variants of specific chromosome structures
such as centromeric heterochromatin areas (C bands) and nucleolar organizing regions (NOR bands) were taken
into account. The described breed-specific tendencies concerning size polymorphism of these structures are
the source of chromosome markers that are useful for identifying the linkage with genes controlling important
production traits. On the other hand, molecular studies presented in this work included DNA markers of the
STR and SNP type (with particular consideration of the PRL, FST, MC4R, TNNT3, MTTP and DIO3 genes),
which are useful in determining the genetic background of functional traits, as well as the characteristics of
the breeds for terms of genetic variation, especially conservative breeds, where it is appropriate to maintain
the existing genetic diversity and intra-breed variability.
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Gléwnym zadaniem hodowli §win ras zachowaw-
czych jest utrzymanie odpowiedniego poziomu
zmiennosci genetycznej cech uzytkowych w obre-
bie niewielkich populacji aktywnych loch i1 knurow.
Rasy te r6znig si¢ od obecnie preferowanych trendow
uzytkowych, jednak utrzymywane sg jako rezerwa
genetyczna ze wzgledu na szereg korzystnych cech,
takich jak: wysoka jako$¢ migsa, odpornos¢ na czyn-
niki stresogenne, mozliwos$¢ utrzymania w warunkach
ekstensywnych, wysoki poziom cech macierzynskich,
fagodny temperament. Pod wzgledem uzytkowym
swinie rasy putawskiej spelniajg kryteria standardu
hodowlanego komponentu matecznego, gdyz charak-
teryzujg si¢ wysoka ptodnoscia, plennosciag, wczesng
dojrzatoscig rozptodowa i dobrymi cechami macie-

rzynskimi. Okreslenie potencjatu genetycznego swin
rasy putawskiej, w oparciu o badania cytogenetyczne
1 molekularne, umozliwi doskonalenie metod selekcji,
ktére moga gwarantowac uzyskanie wigkszego postepu
hodowlanego.

Charakterystyka Swin rasy putawskiej
na podstawie markeréw chromosomowych

Istotne znaczenie dla poznania warto$ci genetyczne;j
gatunku Sus scrofa domestica, a takze charakterystyki
genetycznej poszczegoOlnych ras §win, ma analiza cyto-
genetyczna dotyczaca budowy i organizacji kariotypu.
Stale doskonalone techniki cytogenetyczne, wzboga-
cane metodami genetyki molekularnej, umozliwiajg
precyzyjng identyfikacje mutacji chromosomowych
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(5). Z publikacji na temat cytogenetyki weterynaryjnej
wynika, ze zarowno klasyczne techniki prazkowe, jak
i metody hybrydyzacji in situ sa niezbednymi elemen-
tami badan genomu zwierzat hodowlanych (7, 12).
Badania te dotycza gtownie kontroli prawidlowosci
kariotypu 1 diagnozy rearanzacji chromosomowych,
a takze porownawczych analiz miedzygatunkowych
oraz fizycznej lokalizacji okreslonych fragmentéw
DNA umozliwiajacych konstrukcje cytogenetycznych
map gatunkowych i migdzygatunkowych (4, 8, 13, 14,
20). W tym aspekcie wiarygodna ocena kariotypu jest
jednym z podstawowych wymogdéw kwalifikowania
swin do uzytkowania w rozrodzie, a cytogenetyczne
badania przesiewowe pozwalajg na wykrycie i wczesng
eliminacj¢ z hodowli zwierzat obarczonych dziedzicz-
nymi aberracjami chromosomowymi (5, 21). Wady te
powoduja znaczace obnizenie wskaznikéw ptodnosci
i produkcyjnosci stad hodowlanych, a w konsekwencji
wymierne straty finansowe. Przyczyna strukturalnych
zmian kariotypowych sa zaburzenia procesu game-
togenezy spowodowane nieprawidlowa koniugacja
1 segregacja nietypowych struktur chromosomowych,
co prowadzi do powstawania gamet, a po ich zaptod-
nieniu zarodkOw o niezrownowazonym Kkariotypie,
ktore eliminowane sg we wczesnych etapach rozwoju
(15, 25). Ze wzgledu na potencjalng mozliwos¢ po-
jawiania si¢ kolejnych nowych mutacji 1 szybkiego
rozprzestrzeniania si¢ tych wad genetycznych w po-
pulacji, szczeg6lnie w warunkach sztucznej insemina-
cji, konieczna jest systematyczna kontrola kariotypu
z wykorzystaniem metod nowoczesnej diagnostyki
cytomolekularnej (5). Efektem monitoringu cytoge-
netycznego, ktérym objeto liczne populacje §win na
swiecie, jest identyfikacja ponad 200 wad kariotypu,
przede wszystkim strukturalnych aberracji chromoso-
mowych (gtéwnie translokacji wzajemnych, a takze
fuzji centrycznych, tandemowych 1 inwersji) oraz nie-
licznych przypadkow aneuploidii i chimeryzmu limfo-
cytarnego (5, 7). Uzasadnia to potrzebg intensyfikacji
badan przesiewowych zwierzat kwalifikowanych do
rozrodu, z uwzglednieniem ras lokalnych, w tym takze
rodzimych ras zachowawczych (putawskiej, ztotnickiej
biatej 1 ztotnickiej pstrej), nie objetych dotad zadnym
programem oceny cytogenetyczne;j.

Dotychczasowe badania cytogenetyczne obejmu-
jace dotad zaledwie 30 §win z niewielkiej populacji
rasy pulawskiej nie ujawnity nosicieli nieprawidto-
wosci kariotypu, wykazaly natomiast polimorfizm
specyficznych struktur chromosomowych, jakimi sg
obszary heterochromatyny konstytutywnej (prazki C)
oraz regiony jaderkotwodrcze (NOR) (2, 6, 12). Analiza
prazkow C, polegajaca na pomiarach dtugo$ci blokéw
heterochromatynowych, umozliwita okreslenie dwoch
wariantow polimorficznych roznigcych si¢ wielkoscia
w akrocentrycznych autosomach par 13-16, wystepu-
jacych z reguty w formie heterozygotycznej. Ponadto
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wykazano, ze zmienno$¢ dotyczy najczesciej chromo-
somow 16. pary. Nie zaobserwowano natomiast poli-
morficznych centromeréw w autosomach par 17.1 18.
Polimorficzne warianty prazkéw C uznane zostaty za
markery chromosomowe przydatne do charakterystyki
struktury genetycznej §win rasy putawskiej (2).

Kolejng kategorig markeréw chromosomowych sg
regiony jaderkotworcze, zawierajace sekwencje rybo-
somalnego DNA (rDNA) wystepujace na chromoso-
mach 8.1 10. pary, ujawniane technika fluorescencyjnej
hybrydyzacji in situ (FISH) z sonda rDNA lub metoda
barwienia srebrowego (Ag-NOR). Zaréwno sygnaly
fluorescencyjne rDNA, jak i depozyty srebrowe wy-
kazuja wyrazng zmiennos$¢ wielko$ci. Polimorfizm
sygnatow FISH pod wzgledem wielkos$ci i1 intensyw-
nosci jest rezultatem zmiennej liczby powtorzonych
sekwencji rDNA, podczas gdy zréznicowanie wielko-
sci Ag-NOR wigze si¢ z poziomem aktywnosci trans-
krypcyjnej. Analiza intensywnosci sygnatéw rDNA
1 powierzchni depozytéw srebrowych u §win rasy pu-
fawskiej umozliwita okreslenie czterech polimorficz-
nych wariantow wielko$ci. Sygnaty fluorescencyjne
regularnie obserwowano w czterech regionach jaderko-
tworczych, natomiast depozyty srebrowe rejestrowano
w liczbie od 2 do 4, przy czym najczesciej ujawniatly
si¢ one na trzech chromosomach: dwéch — pary 10.
1 jednym — 8. pary (6). Tendencje rasowe dotyczace
polimorfizmu wielkosci regionow jaderkotworczych
zaobserwowane u $win objetych programem ochrony
zasobow genetycznych moga by¢ zrédtem markeréw
chromosomowych przydatnych do identyfikacji sprze-
zen z genami kontrolujacymi cechy produkcyjne (12).

Podsumowujac stan dotychczasowych badan cy-
togenetycznych w hodowli zachowawczej §win rasy
putawskiej nalezy stwierdzi¢, ze w tym momencie
wymierne znaczenie praktyczne dla hodowli ma
jedynie systematyczna kontrola kariotypu, ktorego
prawidtowos¢ jest istotnym kryterium selekcyjnym
osobnikow kierowanych do rozrodu.

Charakterystyka $win rasy putawskiej
na podstawie markeréw DNA

Dynamiczny rozwo6j genetyki molekularnej oferuje
coraz nowocze$niejsze metody badawcze, takie jak
analiza polimorfizmu krotkich powtérzen tandemo-
wych (STR) czy pojedynczych nukleotydow (SNP),
przydatne przy okreslaniu genotypow odpowiedzial-
nych za ksztattowanie cech ilosciowych. Identyfiko-
wanie funkcjonalnych polimorfizméw daje mozliwos¢
uzyskania szybkiego efektu selekcji ukierunkowane;
na okreslone genotypy (16).

STR sa uniwersalnymi markerami genetycznymi,
charakteryzujacymi si¢ duza liczba i rOwnomiernym
rozmieszczeniem w genomie, wysokim poziomem
polimorfizmu i kodominujacym dziedziczeniem,
a takze mozliwos$cig szybkiej detekcji. Sekwencje
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mikrosatelitarne, wystepujace w niekodujacych i ko-
dujacych czesciach genomu, staty sie wszechstronnym
molekularnym narz¢dziem wykorzystywanym m.in. do
identyfikacji osobniczej, oceny poziomu zmiennosci
genetycznej, budowy markerowych map genomowych
czy mapowania genéw. Obecnie polimorfizm STR
stanowi podstawe¢ kontroli pochodzenia zwierzat na
poziomie molekularnym, jednak coraz cze¢sciej do
identyfikacji osobniczej i1 kontroli pochodzenia oraz
badan diagnostycznych wykorzystywane sg polimor-
fizmy typu podstawien jednonukleotydowych SNP
9, 16).

Identyfikacja osobnicza §win ma kluczowe znacze-
nie przy weryfikacji rodowodow, kontroli pochodzenia,
badaniu pokrewienstwa osobnikéw oraz jako materiat
poréwnawczy przy badaniu §ladow biologicznych.
W praktyce przeprowadza si¢ j3 na podstawie analizy
15 markeréw mikrosatelitarnych (rekomendowa-
nych przez Miedzynarodowe Towarzystwo Genetyki
Zwierzat — ISAG), amplifikowanych w dwoch tzw.
multipleksach PCR: (I) SO005; S0090; S0101; S0155;
S0355; S0386; SW24; SW240; SW857; SWO51, (II)
SW72; SW936; SWI11; S0228; S0227. Markery te
znajduja zastosowanie w ustalaniu genetycznych uwa-
runkowan cech uzytkowych, a takze w charakterystyce
zmiennoS$ci genetycznej, szczegolnie ras zachowaw-
czych, w przypadku ktorych celowe jest utrzymanie
istniejacej odrebnosci genetycznej i zmiennosci we-
wnatrzrasowej (9, 16).

Z uwagi na to, ze poziom zmiennosci jest czynnikiem
decydujacym o skutecznosci dziatan zmierzajacych
do zachowania rasy i wykorzystania jej w produkcji
towarowej, duzego znaczenia nabiera ocena struktury
genetycznej rasy. W przypadku §win rasy putawskiej
do charakterystyki rasowej wytypowano szereg marke-
row obejmujacych sekwencje mikrosatelitarne 1 geny
(m.in. RYR1, GH, GHRH, MYF3, MYF4, CLPS, LEP,
PRL, PRLR, ESR, FST, MC4R, CRP, EGF, IGF2,
FUTI1, PTGS2, CSN2, CSN3). Ocena zmiennosci
genetycznej $win rasy putawskiej przeprowadzona na
podstawie analizy polimorfizmu 14 mikrosatelitarnych
loci (S0088, S0090, Sw1891, S0061, Sw15, S0148,
S0296, S0026, Sw2427, Sw1983, Sw419, Sw964,
IGF1, TNFB — zlokalizowanych na 6 chromosomach)
oraz 6 gené6w (RYR1, GH, GHRH, MYF3, MYOG
1 CLPS) pozwolita na okreslenie wspotczynnikoéw
heterozygotycznosci (H) 1 polimorficznosci (PIC) na
poziomie, odpowiednio, 0,61 1 0,55 (1).

Najnowsze badania z tego zakresu polegaty na wy-
korzystaniu modelu bazujacego na metodzie klastery-
zacji danych (metoda MCMC) uwzgledniajacych pigé
sekwencji mikrosatelitarnych (S0001, Sw589, S0073,
Sw445, S0097) zlokalizowanych na chromosomie 4.
W ten sposéb okreslono polimorficznos$¢ badanych loci
w zakresie od 0,546 (S0001) do 0,819 (Sw445) oraz
zmienno$¢ genetyczng w populacji §win rasy putaw-
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skiej (96 sztuk) na poziomie 0,688, co moze okazac
si¢ przydatne do ustalenia genetycznego profilu tej
rasy (26). Uzyskane parametry struktury genetycznej
okreslajace badang populacje sa podobne do opisanych
wczesniej przez Babicza 1 wsp. (1) 1 wskazuja na moz-
liwos$¢ podjecia pracy hodowlanej w matej populacji
$win rasy putawskiej objetej programem ochrony zaso-
bow genetycznych, z wykorzystaniem podstawowego
wskaznika, jakim jest zmienno$¢ genetyczna stada.

W celu ustalenia genetycznych uwarunkowan cha-
rakterystycznych cech rasowych przeprowadzono sze-
reg badan w aspekcie asocjacji gendw z okreslonymi
cechami uzytkowymi. Przyktadem sg analizy aktyw-
nosci ptciowej 96 loszek rasy putawskiej w odniesie-
niu do genotypow w loci genow prolaktyny — PRL
1 folistatyny — FST, uwzgledniajgce parametry drugiej
1trzeciej rui: wiek, masg ciata, czas odruchu tolerancji
oraz intensywnos$¢ reakcji rozrodczych w okresie rui.
Wykazano interakcj¢ okreslonych genotypéw: FSTB/B
i PRLB/B skutkujaca wydtuzeniem czasu odruchu
tolerancji w drugiej rui na poziomie statystycznej
istotnosci, a takze zwigkszeniem aktywnosci ptciowe;.
Na podstawie tych wynikéw stwierdzono réwniez,
ze geny PRL 1 FST moga by¢ markerami behawioru
seksualnego loch rasy putawskiej (3).

Inne badania dotyczyty polimorfizmu genu receptora
melanokortyny — MC4R oraz jego wptywu na jakos$¢
tuszy (11, 23, 24). Stwierdzono istotny wptyw allelu
MC4RA na wzrost grubosci stoniny grzbietowej,
zwlaszcza w czesci krzyzowej. Wykazano takze istot-
ng zalezno$¢ miedzy wystepowaniem allelu MC4RA
a wieksza iloscig thuszczu w karkdéwcee. Ponadto osob-
niki majgce w swym genotypie allel A w locus MC4R
cechowaly si¢ istotnie mniejsza ilo§cig migsa w tym
wyrgbie.

Nastepne analizy dotyczyty genu troponiny T typu 3
— TNNT3 w celu okreslenia zwigzku pomigdzy jego
polimorfizmem a poziomem ekspresji oraz cechami
uzytkowymi. W badanej populacji (51 $win rasy pu-
tawskiej) nie stwierdzono wpltywu wykrytych mutacji
(gtownie typu SNP) na sekwencj¢ kodowanego biatka
ani zalezno$ci pomiedzy poziomem ekspresji genu
TNNT3 a tymi mutacjami. Nie wykazano asocjacji
pomiedzy polimorfizmem badanego genu a cechami
rzeznymi §win, takimi jak: masa szynki zadniej bez
skory 1 stoniny, powierzchnia oka poledwicy, zawar-
to$¢ migsa w wyrgbach podstawowych, zawarto$¢
migsa W tuszy oraz masa mi¢sa wyrgbow podstawo-
wych. Zaobserwowano natomiast zwigzek pomiedzy
polimorfizmem genu TNNT3 a jako$cig migsa, okre-
slang poubojowym odczynem (pH oraz pH24) (28).

Poszukiwania markerow cech uzytkowosci rzez-
nej dotyczyly réwniez genu mikrosomalnego biat-
ka transportujacego triglicerydy — MTTP, a ce-
lem badan bylo okreslenie wptywu polimorfizmu
ENSSSCP00000009789.2:p.Leu840Phe na cechy
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tekstury migsa w mig¢éniu najdtuzszym grzbietu
(m. longissimus dorsi — LD) 1 potbloniastym szynki
(m. semimembranosus — SM). Na podstawie analiz
obejmujacych niewielka populacje swin rasy putaw-
skiej (49 szt.) wykazano, ze genotyp MTTP CC wa-
runkuje istotnie nizsze wartos$ci parametréw profilu
tekstury migsa — TPA (twardo$¢, spojnos¢, sprezystose,
odbojnos¢, zujnosc), a tym samym marker ten moze
by¢ uznany za gen kandydujacy dla cech jakos$ci wie-
przowiny (17).

Polimorfizm kolejnego genu — dejodynazy jodotyro-
niny typu 3 — DIO3 badany byl metoda HRM w kon-
tek$cie asocjacji z cechami uzytkowosci rozrodczej
1 rzeznej. U $win rasy putawskiej nie stwierdzono
korelacji zidentyfikowanych alleli z migsnos$cig, na-
tomiast w odniesieniu do ptodnosci zasugerowano
ze polimorfizmy w genie DIO3 (rs80999359 oraz
rs80983654) moga by¢ zwigzane z ksztalttowaniem
cech rozrodczych i zaproponowano uznac go za gen
kandydujacy dla parametru liczby prosigt w miocie
(10).

Dotychczasowe analizy polimorfizmu kilku wy-
branych genow warunkujacych cechy uzytkowosci
miesnej i rozrodczej przeprowadzone w niewielkich
stadach §wini putawskiej, w poréwnaniu z szerokim
zakresem poszukiwan korzystnych alleli u wielu in-
nych ras, sugeruja potrzebe identyfikacji kolejnych
markerdéw genetycznych przydatnych u tej rasy w pra-
cy hodowlane;j. Przeglad aktualnych badan bazujacych
glownie na technikach genotypowania nowej generacji
sugeruje, ze w najblizszej przysztosci panele SNP
beda podstawowym narzedziem wykorzystywanym
w kontroli pochodzenia, jak réwniez w poszukiwaniu
gendw gtownych 1 ocenie zmiennos$ci genetyczne;.
Stosowanie tak precyzyjnych metod badawczych, przy
uwzglednieniu genéw istotnych dla cech uzytkowych
(m.in. RYR1, DIO3, GH, GHRH, MYF3, MYF4,
CSN2, CSN3, LIF, RBP4, LEPR), umozliwi przepro-
wadzenie szczegotowe] charakterystyki genetycznej
swin rasy putawskiej, co jest szczegdlnie istotne
w przypadku hodowli zachowawczej obejmujacej mate
stada o zagrozonej zmienno$ci wewnatrzrasowej (10,
18, 19, 22, 24, 27).
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