Rocz. Nauk. Zoot., T. 42, z. 2 (2015) 81-91

WYKORZYSTANIE WYSOKOWYDAJNYCH TECHNIK ANALIZ
GENOMU W BADANIACH NAUKOWYCH I HODOWLI ZWIERZAT
GOSPODARSKICH*

Artur Gurgul*, Tomasz Zabek, Monika Bugno-Poniewierska

Instytut Zootechniki Panstwowy Instytut Badawczy, Dziat Genomiki i Biologii Molekularnej Zwierzat,
Laboratorium Genomiki, 32-083 Balice k. Krakowa
*E-mail: artur.gurgul@izoo.krakow.pl

Rozwdj technologii oraz redukcja kosztow wykorzystania wysokowydajnych technik anali-
zy genomu umozliwily implementacje nowoczesnych metod analitycznych do badan i prak-
tyki hodowlanej zwierzqt gospodarskich. Do najpopularniejszych technik molekularnych
wykorzystywanych w badaniach na skale genomu nalezq: sekwencjonowanie nastgpnej
generacji oraz analizy z wykorzystaniem mikromacierzy genotypowych, pozwalajgce na
stosunkowo szybkie i tanie prowadzenie szeroko zakrojonych badan populacyjnych. Wy-
niki otrzymane z wysokowydajnych systeméw genotypowania mogq zostaé wykorzystane
do szeregu badan o charakterze poznawczym i aplikacyjnym. W zwiqzku z tym, celem ni-
niejszego opracowania bylo oméwienie zasad dziatania i najpopularniejszych zastosowan
podstawowych narzedzi analizy genomu, ze szczegolnym uwzglednieniem mikromacierzy,
badan asocjacyjnych w skali genomu i wybranych zagadnien z dziedziny genetyki popula-
cyjnej oraz podstaw selekcji genomowej — jako praktycznego aspektu wykorzystania da-
nych genomowych.

Stowa kluczowe: GWAS, mikromacierze, sekwencjonowanie, selekcja genomowa, SNP

Na przestrzeni ostatniego dziesig¢ciolecia dokonat si¢ ogromny postep w dziedzinie
badan genetycznych, zwigzany przede wszystkim z opracowaniem metod masowego
sekwencjonowania DNA oraz rozwojem technologii wysokoprzepustowego genoty-
powania. Zwigkszenie skali eksperymentéw i przeniesienie ich na poziom analizy
genomu spowodowato istotng redukcj¢ kosztow oznaczen w przeliczeniu na marker
1 zapoczatkowato lawinowy przyrost ilo$ci danych, dotyczacych zmiennosci 1 struk-
tury genomow zwierzat gospodarskich (Morozova i Marra, 2008). W $lad za wzra-
stajaca iloscig danych dotyczacych polimorfizmu DNA oraz wzajemnych zwigzkoéw
1 zalezno$ci pomiedzy markerami genetycznymi a cechami fenotypowymi, nastapit
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dynamiczny rozwd6j metod statystycznych i obliczeniowych, pozwalajacych na upo-
rzadkowanie ogromu informacji i wychwycenie rzeczywistych zalezno$ci z morza
szumu statystycznego (Andrews i Luikart, 2014). Synergiczny rozwdj metod mole-
kularnych 1 obliczeniowych zaowocowat takze wdrozeniem do praktyki hodowlanej
metod genomiki — w postaci selekcji genomowej, ktora jest obecnie obiecujagcym na-
rz¢dziem stymulowania postgpu genetycznego w obrgbie cech produkcyjnych i funk-
cjonalnych (Hayes i in., 2009 b). Te nowe techniki analityczne otworzyly takze spek-
trum nowatorskich obszaréw badawczych obejmujacych petne rozpoznanie struktury,
polimorfizmu i mechanizméw regulacji ekspresji genomu, jak rowniez identyfikacje
mozliwie najszerszego spektrum /oci cech ilosciowych (QTL) warunkujacych cenne
dla hodowcow cechy fenotypowe.

Celem niniejszej pracy bylo omowienie najpopularniejszych metod analiz genomu
oraz przyktadoéw ich zastosowania w badaniach genetycznych prowadzonych u roz-
nych gatunkéw zwierzat gospodarskich.

Wysokowydajne sekwencjonowanie DNA — przelom w badaniach nad geno-
mami

Impulsem do poszukiwania nowych, wysokowydajnych metod sekwencjonowa-
nia DNA byl przebieg projektu sekwencjonowania genomu czlowieka, ktéry pomi-
mo wysitkow licznych zespotéw badawczych pochtonagt znacznie wiecej srodkow
oraz czasu niz poczatkowo przewidywano. Pomimo duzej doktadnosci odczytow
1 wysokiej wiarygodno$ci sekwencji, zastosowane metody sekwencjonowania okaza-
ly si¢ zbyt mato wydajne dla szybkiego odczytu ogromne;j, liczacej okoto 3 mld par
zasad sekwencji genomowej (Hert i in., 2008). Obecnie dost¢pne techniki sekwen-
cjonowania okre$lane wspdlnym mianem ,,sekwencjonowania nastepnej generacji”
lub ,,masowego réwnolegtego sekwencjonowania”, z ktérych najpopularniejsza jest
metoda sekwencjonowania przez syntezg (SBS) opracowana przez firme I[llumina,
polegajaca na rdwnoczesnym odczytywaniu setek milionow klonow pojedynczych
czastek DNA zwigzanych ze statym podtozem. W przypadku reakcji SBS, do uni-
wersalnego startera potaczonego z adapterem (oligonukleotydem o znanej sekwencji)
poprzedzajacym badang matryce przytaczane sg kolejno znakowane fluorescencyjnie
nukleotydy, komplementarne do odczytywanej sekwencji. Fluorescencja nukleoty-
dow jest sczytywana w kolejnych cyklach reakcji, co umozliwia ustalenie sekwen-
cji wszystkich badanych czasteczek jednoczesnie (Ansorge, 2009). Rozwigzanie to
pozwala na uzyskanie wydajno$ci reakcji siggajacej 1,5 biliona par zasad w poje-
dynczym eksperymencie, wystarczajacych na kilkusetkrotne pokrycie ludzkiego ge-
nomu. Pomimo wysokiej wydajnosci istotng wada tego podejscia jest stosunkowo
mata dlugos$¢ odczytywanej sekwencji wynoszaca standardowo 100 par zasad (pz)
Iub w przypadku niektorych systemow 250 pz ciagglej sekwencji (Frey i in., 2014).
W zwiazku z tym, ze sekwencje te sg losowymi fragmentami pochodzacymi z geno-
mu, muszg one zosta¢ uporzadkowane w kontigi lub zmapowane wzgledem znanej
sekwencji referencyjnej (przy resekwencjonowaniu znanych genomow). Zadanie to
jest wymagajacym procesem obliczeniowym i moze by¢ obcigzone pewnym btedem
ze wzgledu na istnienie w genomie sekwencji powtarzalnych i sekwencji homolo-
gicznych (Li i in., 2008). Niemniej jednak, sekwencjonowanie nastepnej generacji



Techniki analizy genomu w badaniach i hodowli zwierzqt 83

dostarcza wiarygodnej informacji zar6wno na temat sekwencji, jak i polimorfizmu
badanej czasteczki DNA, dajac mozliwos$¢ poznania ogromne;j liczby polimorfizmow,
majacych potencjat jako markery DNA lub mutacje funkcjonalne (Xu i in., 2012).
Dane te moga zosta¢ wykorzystane do konstrukcji mikromacierzy genotypowych,
ktére jako ekonomiczny sposdb oznaczania ogromnej liczby polimorfizméw DNA
sa najczesciej wykorzystywane w badaniach genetycznych prowadzonych u zwierzat
gospodarskich.

Mikromacierze genotypowe

Najpopularniejsza wysokowydajna technika badania zmiennos$ci genomoéw sg ana-
lizy z uzyciem mikromacierzy genotypowych. Pozwalaja one na jednoczesng identy-
fikacje tysiecy lub nawet setek tysiecy polimorfizméw pojedynczych nukleotydow
(SNP). Najszerzej wykorzystywanymi i cechujacymi si¢ najwyzszg wiarygodnos$cia
1 powtarzalno$cia wynikow sa mikromacierze typu BeadChip opracowane przez
firme Illumina. Pod wzgledem konstrukcyjnym (w pewnym uproszczeniu) sg one
ptytkami szklanymi, na ktérych w odpowiednio przygotowanych dotkach o $rednicy
3 pwm umieszczono krzemowe koraliki optaszczone sondami molekularnymi, ma-
jacymi zdolno$¢ (poprzez hybrydyzacj¢) wykrywania komplementarnych do siebie
sekwencji nukleotydowych. Sekwencje sond sgsiadujg z miejscami polimorficznymi
genomu, ktére w wyniku reakcji wydtuzania sondy o jeden znakowany fluorescencyj-
nie nukleotyd mogg zosta¢ oznaczone w wyniku skanowania macierzy w skanerach o
wysokiej rozdzielczo$ci (http://www.illumina.com/technology/beadarray-technology.
html). Standardowe macierze genotypowe zawierajg sondy dla tzw. genomowych pa-
neli markeréw SNP. Oznacza to, ze pozwalaja na genotypowanie SNP réwnomiernie
rozmieszczonych w genomie, przewaznie niekodujacych i polimorficznych w moz-
liwie najwiekszej liczbie ras i1 populacji (Syvénen, 2005). Te niekodujace SNP maja
zdolno$¢ opisywania zmiennos$ci genomu oraz wykrywania przyblizonej lokalizacji
QTL poprzez wykorzystanie zjawiska nierdwnowagi sprzezeniowej (ang. linkage
disequilibrium; LD). Nier6wnowaga sprzezeniowa jest nielosowa asocjacjag dwoch
lub wigcej markeréw genetycznych wynikajaca z ich segregacji we wspolnym ha-
plotypie, czyli istnienia segmentéw genomu o wspolnym pochodzeniu filogenetycz-
nym, w obrebie ktorych rzadko zachodzi rekombinacja (Pritchard i Przeworski, 2001;
Espigolan i in., 2013). Istnieje co najmniej kilka miar nierownowagi sprzezeniowe;j,
z ktorych najpopularniejsza oznaczana jest symbolem r>. Miara ta opisuje korelacj¢
wystapien alleli w dwodch réznych loci 1 przyjmuje wartos¢ 1 przy pelnym sprzg-
zeniu markerow oraz 0 przy ich niezaleznej segregacji. Zaleta tej miary jest znacz-
nie mniejsza wrazliwos$¢ na roznice we frekwencji alleli pomiedzy markerami niz
w przypadku innych miar LD (Du i in., 2007; Khatkar i in., 2008). Lokalna czgsto$§¢
rekombinacji jest jednym z gtownych czynnikow ksztattujagcych LD w poszczegol-
nych regionach genomu. Frakcje DNA o niskiej czestosci rekombinacji, takie jak np.
caty chromosom Y Iub regiony zlokalizowane w poblizu centromeréw autosomow,
charakteryzujg si¢ wysokim poziomem LD na dlugich odcinkach sekwencji geno-
mowej. Natomiast szybki rozpad LD obserwuje si¢ w obrebie tak zwanych gora-
cych miejsc rekombinacji (Jeffreys i in., 2001). Zasieg nierOwnowagi sprzezeniowej,
a wiec dystans pomiedzy markerami na jakim wykrywalne jest uzyteczne LD, jest
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najistotniejszym czynnikiem warunkujacym przydatno$¢ mikromacierzy do identyfi-
kacji QTL czy poszukiwania mutacji przyczynowych chorob genetycznych (Ogawa
i1in., 2014). Im nizsza warto$¢ Sredniej nierdéwnowagi sprz¢zen na danym odcinku
sekwencji genomowej, tym wigksza gesto$s¢ markerow jest potrzebna do precyzyjnej
identyfikacji QTL (Pritchard i Przeworski, 2001; Du i in., 2007). W przypadku iden-
tyfikacji QTL, miara LD pomiedzy markerem i QTL opisuje takze proporcje warian-
cji genetycznej powodowanej przez QTL, jakg mozna wykry¢ za pomocg markera
genetycznego (Ogawa 1 in., 2014). Oznacza to, ze przy nierbwnowadze sprzezen na
poziomie r*=0,5 jedynie 50% zmiennos$ci genetycznej warunkowanej przez QTL be-
dzie mogto zosta¢ wykryte za pomoca markera. W populacji bydta holsztynskiego
obliczono, ze dla utrzymania $redniej nierownowagi sprz¢zen pomigdzy markerami
umieszczonymi na macierzy a potencjalnym QTL na poziomie 0,5, konieczne jest
rozmieszczenie markerow w genomie ze srednim dystansem okoto 10 tysiecy par za-
sad (kpz) (Gautier 1 in., 2007). Gestos¢ ta jest 1 tak znaczaco nizsza niz konieczna do
badan u ludzi (Shifman i in., 2003) ze wzgledu na fakt, ze zasieg nierownowagi sprze-
zen w populacjach zwierzat hodowlanych jest znacznie wyzszy, co mozna thumaczy¢
wyraznie mniejszg efektywng wielko$cig populacji zwierzat hodowlanych oraz silng
presja selekcyjng ukierunkowang na pozadane haplotypy (McRae i in., 2002). Przy-
ktadowo, u niemieckiego bydta holsztynskiego stwierdzono, ze nierownowaga sprze-
zeh pomiedzy poszczegdlnymi parami markeréw na dystansie do 25 kpz wyrazona
miarg 1> wynosi 0,3 (+0,32 ) i obniza si¢ do 0,20 (+0,24) na dystansie 50-75 kpz
(Qanbariiin., 2010 b), natomiast u jednej z hiszpanskich ras owiec, $rednie LD na dy-
stansie do 10 kpz wyniosto 0,33, a dla markerow o dystansie pomigdzy 200—500 kpz
zaobserwowano niskg warto$¢ LD rowng 0,061 (Garcia-Gamez i in., 2012). Zasigg
1 struktura nierbwnowagi sprz¢zen ro6zni si¢ pomiedzy poszczegdlnymi rasami 1 ga-
tunkami i w duzym stopniu zalezy od historii populacji, zdarzen demograficznych,
ostro$ci selekeji, mutacji 1 innych mechanizméw powodujacych ewolucje frekwencji
alleli (Slatkin, 2008).

Innym czynnikiem warunkujgcym przydatnos¢ mikromacierzy do badan asocja-
cyjnych czy populacyjnych jest frekwencja alleli markerow umieszczonych na ma-
cierzy (Gurgul i in., 2013). Im wyzsza frekwencja rzadszego allelu (ang. minor alle-
le frequency; MAF) tym wigksza szansa, ze dany marker bedzie opisywal zjawiska
charakterystyczne dla catej populacji, a nie powigzane z rzadkg zmiang mutacyjna,
wystepujaca w pojedynczym haplotypie ancestralnym. Badania przeprowadzone
przy konstrukcji najpopularniejszej macierzy przeznaczonej do badan u bydta (Bo-
vineSNP50) zawierajacej sondy dla okoto 54 tys. markerow wykazaty §redni MAF
u 19 badanych ras na poziomie 0,24 (http://www.illumina.com/Documents/products/
datasheets/datasheet bovine snp50.pdf).

Badania asocjacyjne

Z punktu widzenia genetyki i hodowli zwierzat gospodarskich najwigksza po-
pularnoscia ciesza si¢ badania prowadzone w kierunku identyfikacji molekularnego
podtoza obserwowanych, dziedzicznych roznic fenotypowych w obrgbie cech pro-
dukcyjnych i funkcjonalnych. Badania te zmierzaja do precyzyjnej lokalizacji loci
cech ilosciowych, a w pozniejszej fazie wykrycia polimorfizméw funkcjonalnych,
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ktére bezposrednio modyfikuja mechanizmy ekspresji genow lub struktur¢ kodowa-
nych biatek. Znaczace miejsce posrdd tego typu badan zajmuja badania typu GWAS
(ang. genome-wide association study), ktore polegaja na poszukiwaniu asocjacji po-
mig¢dzy markerami umieszczonymi na macierzy a zmienno$cig danej cechy. Tego typu
badania wykorzystujg zjawisko nierownowagi sprzezeniowej pomigdzy markerem
a wlasciwym QTL, dzigki czemu mozliwe jest wykrycie efektu QTL za pomoca poten-
cjalnie neutralnego markera (Tarres i in., 2009). Markery o istotnych efektach moga
wskazywa¢ miejsca genomu, w ktorych znajduje si¢ wtasciwy polimorfizm funkcjo-
nalny. Przydatnosc¢ tej metody do wykrywania QTL jest zalezna od wielu czynnikow,
sposrod ktorych najwazniejsze to: odziedziczalno$¢ cechy, cze$¢ catkowitej zmienno-
$ci genetycznej warunkowanej przez poszczegolne QTL (ilos¢ QTL i ich sita), zasigg
nierownowagi sprzezeniowej, liczba dostepnych obserwacji (badanych zwierzat) oraz
liczba wykorzystywanych markeréw genetycznych (Hong i Park, 2012). Bardziej zto-
zone modele statystyczne wykorzystuja takze poprawke na strukturg oraz spokrew-
nienie populacji, pozwalajgce poprawi¢ efekty markeréw o efekty linii genetycznej
(Yang i in., 2014). Pomimo ze ten typ badan wydaje si¢ by¢ poteznym narzedziem
w badaniach genetycznych, nalezy mie¢ swiadomos¢, ze wigkszo$¢ cech ilosciowych
warunkowana jest przez duzg liczbe rozsianych w genomie polimorfizméw funkcjo-
nalnych o stosunkowo niewielkim efekcie (Lango i in., 2010), co znacznie utrudnia
ich wiarygodna identyfikacj¢. Przyktadem moze by¢ praca Lango i in. (2010), w kto-
rej stwierdzono, ze az okoto 180 loci powigzanych ze wzrostem u ludzi wyjasnia tylko
10% catkowitej zmienno$ci genetycznej. Z wykorzystaniem podejscia GWAS prze-
prowadzono szereg badan zmierzajacych do wykrycia gtownych QTL dla cech pro-
dukcyjnych. Przyktadowo, dla wydajno$ci mleka u bydta przeprowadzono badania,
w ktorych zidentyfikowano 734 SNP o istotnym wptywie na badang ceche (Bolormaa
iin., 2010; Jiang i in., 2010; Mai i in., 2010). Markery te zlokalizowane byty gléwnie
w obregbie chromosomow: 8, 9, 10, 11, 13, 25 1 29, jak rowniez w sgsiedztwie genu
DGATI. Natomiast u kurczat brojlerow zidentyfikowano 9 markeréw SNP, istotnie
powiazanych z masg ciata w 7-12 tygodniu zycia. Markery te zlokalizowane byty
glownie w obszarze chromosomu 4, na odcinku pomiedzy 71,6 a 80,2 Mpz sekwencji
genomowej (Gu i in., 2011).

Selekcja genomowa

Dalszym rozwinigciem podejscia GWAS oraz selekcji wspomaganej markerami
(Williams, 2005) jest koncepcja selekcji genomowej. Nie zaktada ona poszukiwa-
nia pojedynczych markeréw powigzanych z poszczegdlnymi QTL, lecz dopuszcza
mozliwos¢, ze kazdy badany marker jest w nieréwnowadze sprzgzen z potencjalnym
QTL, a wigc wyraza pewng cze$¢ wariancji genetycznej (Meuwissen i in., 2001).
Oryginalnie, koncepcja selekcji genomowej zamyka si¢ w dwoch krokach: oszaco-
wanie efektow markeréw w oparciu o populacje referencyjng (o znanym genotypie
1 warto$ci hodowlanej) oraz oszacowanie genomowej wartosci hodowlanej u zwie-
rzat kandydujacych wytacznie na podstawie genotypow. Zaproponowano co najmniej
kilka metod pozwalajacych na oszacowanie efektow markerow dla celow selekcji
genomowej (Wang i in., 2012). Rdznice pomigdzy nimi polegaja przede wszystkim na
pierwotnym zatozeniu odno$nie dystrybucji efektow w genomie oraz wykorzystaniu
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réznych zrédet informacji odnosnie spokrewnienia zwierzat. NajczeSciej stosowane
metody (oparte o metod¢ BLUP) zakladaja, ze efekty markeréw podlegaja rozkta-
dowi normalnemu o réwnej wariancji, a wiec nie dopuszczaja istnienia bardzo sil-
nych QTL oraz zaktadaja, ze niemal kazdy marker bedzie zasocjowany z QTL (Hayes
iin., 2009 b; VanRaden i in., 2009). Opcjonalne metody (BayesA, BayesB, BayesC,
BayesR) dopuszczaja rozktad t-Studenta z r6zng liczba stopni swobody, lub rozktady
normalne o réznej wariancji w zaleznosci od wielkos$ci efektu markera (Meuwissen
i in., 2001; Habier i in., 2011; Wang i in., 2012). Roznica pomiedzy podejsciami
opartymi o BLUP polega przede wszystkim na wykorzystaniu macierzy spokrewnien
obliczonej na podstawie rodowodow lub macierzy spokrewnien genomicznych — re-
prezentujacej proporcje genomu identyczng przez stan (IBS) pomigdzy zwierzgtami
(tzw. G-BLUP). Oszacowane efekty markerow sa pdzniej wykorzystywane do obli-
czenia bezposredniej warto$ci genomowej, poprzez zsumowanie efektow wszystkich
markerow genetycznych (SNP-BLUP), lub bezposrednio jak w tradycyjnej metodzie
BLUP (G-BLUP) (Koivula i in., 2012). Genomowe warto$ci hodowlane sg ostatecz-
nie prezentowane jako kombinowana warto§¢ hodowlana, ktora jest obliczana jako
indeks ztozony z konwencjonalnej warto$ci hodowlanej (lub indeksu rodowodowego
dla mtodych zwierzat) 1 bezposredniej oceny genomowej, wywazonych przez ich do-
ktadnos¢ (http://wycena.izoo.krakow.pl/doc/metody oceny 2014 2.pdf).

Biorac pod uwage elementy sktadajace si¢ na postep hodowlany w jednostce
czasu, selekcja genomowa moze przynies¢ wymierne korzysci przede wszystkim
w zakresie zwigkszenia doktadnosci oceny (uzupehienie indeksow rodowodowych
o bezposrednig warto$¢ genomowa) oraz skrocenia odstepu miedzypokoleniowego
(wykorzystanie mlodych zwierzat w hodowli, bez oczekiwania na ostateczng oceng
na potomstwie) (de Roos i in., 2011). Selekcja genomowa moze takze przyczynié si¢
do lepszego zarzadzania inbredem i zmiennoS$cig genetyczng, poprzez wybodr najbar-
dziej warto$ciowych osobnikow sposréd grupy pelnego rodzenstwa, jednak wymaga
to dodatkowej kontroli inbredu na poziomie danych pochodzacych z genomu (Sones-
son i in., 2012).

Badania populacyjne

Dane genotypowe pozyskane z mikromacierzy moga takze zosta¢ wykorzystane
do szeregu badan dotyczacych struktury genomu, wzajemnych zaleznosci istnieja-
cych w genomie oraz zmian zachodzacych w genomie pod wptywem réznorodnych
proces6w populacyjnych czy tez sztucznej selekcji. Do najpopularniejszych zagad-
nien badawczych naleza: identyfikacja sygnatur kierunkowej selekcji, analiza ciagow
homozygotycznosci oraz zmiennos$ci i dystansu genetycznego pomiedzy populacjami
(Gurgul i in., 2014).

Ciekawym zagadnieniem wydajg si¢ by¢ badania ukierunkowanie na identyfi-
kacj¢ zmian zachodzacych we frekwencji alleli genomowych paneli markeréw pod
wpltywem kierunkowej selekcji. Presja selekcyjna ukierunkowana na QTL powodu-
je stosunkowo szybkie zmiany we frekwencji alleli w danym locus, zmierzajace do
utrwalenia korzystnego wariantu w populacji (Wilkinson i in., 2013). Zmiany te od-
zwierciedlane sg przez sgsiadujagce SNP bedace w nierownowadze sprze¢zen z korzyst-
nym allelem QTL i pozwalaja na stosunkowo precyzyjne wskazanie jego lokalizacji.
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Generalnie, wickszo$¢ metod wykorzystywanych do identyfikacji sygnatur selekcji
polega na poréwnaniu dystrybucji frekwencji alleli w populacjach o réznym pozio-
mie selekcjonowanych cech, poprzez obliczenie statystyk populacyjnych bedacych
funkcja frekwencji alleli (Weir i in., 2005; Wilkinson 1 in., 2013). Zaproponowano
rowniez specyficzne testy istotnosci wykrytych regionow podlegajacych pres;ji selek-
cyjnej (Kim and Stephan, 2002; Voight i in., 2006; Stella i in., 2010). Jedna z bardziej
zaawansowanych metod umozliwiajacg analize pojedynczych populacji jest zapro-
ponowany przez Sabeti i in. (2002) test REHH (ang. relative extended haplotype ho-
mozygosity) polegajacy na identyfikacji regioné6w genomu obejmujacych wyjatkowo
dlugie haplotypy o wysokiej frekwencji w populacji. Dodatkowo, test ten pozwala na
uwzglednienie czgstosci rekombinacji w obrgbie sgsiadujacych haplotypow i1 wyklu-
czanie bledu spowodowanego réznicg w czestosci rekombinacji w poszczegdlnych
regionach genomu (Qanbari i in., 2011).

Z wykorzystaniem jednego z dostepnych podejs¢ metodycznych Hayes i in.
(2009 a) zidentyfikowali 15 regionéw genomu wykazujacych sygnatury roznicowej
selekcji pomigdzy bydtem mlecznym i migsnym. Wigkszo$¢ z tych regiondw zostala
zlokalizowana na chromosomie 20, w poblizu locus genu GHR (receptora hormo-
nu wzrostu) o silnym wptywie na zawarto$¢ biatka w mleku kréw mlecznych (Blott
i in., 2003). Natomiast, w oparciu o test REHH, Qanbari i in. (2010 a) zidentyfi-
kowali 12 haplotypow bedacych pod wptywem presji selekcyjnej u bydta holsztyn-
skiego, ktére obejmowaty geny FABP3, CLPN3, SPERT, HTR2A5, ABCE1, BMP4
1 PTGER?2, ktore stanowia potencjalne QTL dla cech mlecznych i reprodukcyjnych.

Inng ciekawg aplikacjg danych genotypowych uzyskanych z mikromacierzy jest
identyfikacja ciggdéw homozygotycznos$ci — ROH (ang. runs of homozygosity). ROH
sg dtugimi, cigglymi homozygotycznymi segmentami genomu, powstajacymi w wy-
niku identycznosci obydwu alleli odziedziczonych od wspodlnego przodka, a wiec
segmentami autozygotycznymi (Purfield i in., 2012). Istnienie w genomie zwierzecia
dhugich homozygotycznych segmentdow wskazuje na stosunkowo duze i niedawne
spokrewnienie rodzicow (Kirin i in., 2010), natomiast krotkie segmenty ROH powsta-
ja w wyniku powtarzajacych si¢ zdarzen rekombinacyjnych i odzwierciedlajg dawne
spokrewnienie zwierzat (McQuillan i in., 2008). Procent genomu bedacego w ROH
moze postuzy¢ do obliczenia wspolczynnika inbredu obrazujacego proporcje genomu
osobnika rzeczywiscie identyczng dzigki pochodzeniu (odziedziczeniu od wspdlnego
przodka), a wiec uwzgledniajacego zdarzanie rekombinacyjne i1 przypadkowsg iden-
tyczno$¢ poszczegolnych alleli (Ron i in., 1996; Carothers i in., 2006). Wspdtczyn-
nik ten wykazuje umiarkowana korelacje (0,4-0,7) z klasycznym wspdtczynnikiem
inbredu obliczonym na podstawie rodowodow (Ferencakovic i in., 2011). Ciagi ho-
mozygotyczno$ci mogg takze wskazywac na istnienie w populacji czgstych i dtugich
haplotypow, ktore podlegaja presji selekcyjnej i zmierzaja do utrwalenia w populacji.
Analiza czg¢sto$ci poszczegdlnych ROH moze wige takze postuzy¢ do identyfikacji
sygnatur selekcji (Kim i in., 2013), po uwzglednieniu poprawki na zjawisko dryfu
genetycznego.

Podsumowujac, sekwencjonowanie nastgpnej generacji w potgczeniu ze stosun-
kowo tanimi i wydajnymi metodami genotypowania w oparciu o mikromacierze sa
poteznym narzedziem w reku genetykéw, dajacym szczegdtowy wglad w genomy
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badanych gatunkow i pozwalajacym na precyzyjne mapowanie /oci cech ilosciowych.
Niemniej jednak, stopien ztozono$ci genomu oraz ztozono$¢ dziedziczenia cech ilo-
sciowych sprawia, ze pelne rozpoznanie zjawisk i zalezno$ci zachodzacych w geno-
mie jest ciggle wyzwaniem dla wspodtczesnej genetyki. Pewne nadzieje w tym zakre-
sie wigze si¢ z szerokim wykorzystaniem technik sekwencjonowania, ktore pozwalajg
na bezposrednie wychwytywanie polimorfizméw funkcjonalnych bez konieczno$ci
polegania na nierownowadze sprz¢zen. Dalsza redukcja kosztéw sekwencjonowania
1 wzrost wydajnosci sekwenatorow bedzie wiec zrodlem dalszego postgpu w bada-
niach nad zaleznos$ciami pomiedzy genomem a obserwowanym fenotypem.
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Using high-throughput genome analysis techniques in livestock research and breeding
SUMMARY

Technological developments and the reduced costs of high-throughput genome analysis techniques
enabled modern analytical methods to be applied in livestock research and breeding practice. The most
popular molecular techniques used in genome-scale research include next-generation sequencing and
genotyping microarray analysis which allows large-scale population studies to be performed relatively
quickly and at a low cost. The results obtained with high-throughput genotyping systems can be applied in
many studies that are of cognitive significance and useful for application. Therefore, the aim of this paper
was to discuss the operating principles and most popular applications of basic genome analysis tools, with
special consideration of microarrays, genome-scale association studies, selected issues in population ge-
netics and the fundamentals of genomic selection as a practical aspect of using genomic data.
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