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VINCENZO RUSSO *

La genetica molecolare e le produzioni animali **

Le produzioni animali sono il risultato di un insieme di biotecnologie, con cui
si ottengono alimenti freschi (latte, carne, uova, miele) e trasformati (formaggi,
salumi, burro ecc.) e altri prodotti utili non alimentari (lana, seta, pelle, ecc.). Le
biotecnologie zootecniche sono sorte circa 10.000 anni fa nel periodo neolitico con
la domesticazione degli animali. Questa infatti puo essere considerata la prima bio-
tecnologia messa in opera dall'uomo. Da allora ha avuto inizio prima empirica-
mente e poi, via via che aumentavano le conoscenze fornite dall’osservazione e
dalla ricerca, in modo scientifico lo sviluppo di altre biotecnologie che hanno con-
sentito di creare razze specializzate per determinate produzioni, di aumentare le
risorse alimentari per |'alimentazione degli animali, di migliorare lo stato igie-
nico-sanitario degli allevamenti, di aumentare l'efficienza dei processi biologici coin-
volti nelle produzioni, di migliorare I'efficienza economica delle produzioni, di con-
servare, trasformare e, quindi, trasportare lontano dai luoghi di produzione i pro-
dotti animali primari e derivati.

Questi straordinari risultati hanno contribuito a sconfiggere nei Paesi indu-
strializzati la fame e la malnutrizione da squilibri e carenze di proteine, di aminoa-
cidi essenziali, di minerali e vitamine, e di migliorare le condizioni alimentari delle
popolazioni dei Paesi in via di sviluppo e del terzo mondo.

Questi progressi sono stati ottenuti con le biotecnologie oggi definite tradizio-
nali, ma che mantengono tuttora la loro utilita.

L’imponente crescita del patrimonio di conoscenze nei campi della biologia e
della genetica molecolare ha aperto la strada, anche nel settore delle produzioni ani-
mali, allo sviluppo di nuove biotecnologie impensabili fino a pochi anni fa. Queste
biotecnologie vengono qualificate con I'aggettivo «avanzate» per distinguerle da
quelle tradizionali empiriche o basate sulla genetica classica e quantitativa.

* Dipartimento di Protezione e Valorizzazione Agroalimentare, Sezione di Allevamenti
Zootecnici, Universita di Bologna.
** Relazione presentata al Primo Convegno Nazionale della U.N.A.S.A. su «Biotecnologie
agroalimentari, industriali, ambientali: problemi e prospettive», Roma, 1-2 ottobre 2001.



— 478 —

Le biotecnologie avanzate hanno come fulcro I'intervento sul DNA e sulle cel-
lule nelle prime fasi dello sviluppo embrionale degli animali, per modificare le pro-
prieta degli organismi, rendendoli pitl idonei a soddisfare le esigenze dell’'uomo.

Queste biotecnologie rappresentano un potente strumento per vincere le due
grandi sfide che il sistema delle produzioni animali dovra affrontare nel futuro:
I’aumento della produzione e il miglioramento della qualita dei prodotti. Nei pros-
simi 50 anni si stima che la disponibilita mondiale di proteine animali dovra essere
il doppio di quella attuale per soddisfare I'incremento della domanda conseguente
alla previsione di raddoppio della popolazione umana e al maggior consumo di
prodotti di origine animale nei Paesi in via di sviluppo. Inoltre, i prodotti dovranno
rispondere alle maggiori esigenze di qualita provenienti dai consumatori, soprat-
tutto nei Paesi industrializzati.

STUDIO DEL GENOMA DEGLI ANIMALI DI INTERESSE ZOOTECNICO

Gli straordinari progressi della genetica molecolare hanno messo a disposi-
zione dei ricercatori potenti strumenti per studiare il genoma e per attuare cambia-
menti pit efficaci e pit rapidi nelle popolazioni animali di interesse zootecnico.

1l genoma degli animali di interesse zootecnico & costituito da un diverso
numero, tipico di ogni specie, di paia di autosomi e da un paio di cromosomi ses-
suali con un contenuto di DNA che si aggira intorno ai 3 miliardi di nucleotidi nel
caso dei mammiferi e a circa 1,2 miliardi per le specie avicole (tabella 1). Sulla base
delle ultime stime disponibili per il genoma umano (Wright e coll., 2001), questo

DNA anche nelle specie animali dovrebbe codificare per circa 65.000-75.000 geni.

Tabella 1 — Numero di cromosomi e contenuto in DNA stimato per alcune specie di
interesse zootecnico.

Specie Numero di Dimensione stimata del genoma
cromosomi (2N) in nucleotidi (paia di basi)!
Bos taurus (Bovino) 60 3.651.500.000
Sus scrofa domestica (Suino) 38 3.108.700.000
Ouis aries (Pecora) 54 3.251.800.000
Capra hircus (Capra) 60 3.197.600.000
Equus caballus (Cavallo) 64 3.311.000.000
Oryctolagus cuniculus (Coniglio) 44 3.469.000.000
Gallus gallus (Pollo) 78 1.200.000.000
Meleagris gallopavo (Tacchino) 80 1.200.000.0002

Fonte: 1 Banca dati sulla dimensione dei genomi : http://www.cbs.dtu.dk/databases/DOGS/; DBA
Banca dati sulla dimensione dei genomi nei mammiferi: http://www.unipv.it/webbio/dbagsdb.htm.
2John Doodly, comunicazione personale.
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L’impiego dei marcatori del DNA e lo sviluppo delle tecnologie per la loro
analisi hanno permesso di costruire mappe genetiche per tutte le principali specie
di interesse zootecnico. Le prime mappe genetiche sono state prodotte tra il 1992
e il 1998 nei bovini (Barendse ¢ coll., 1994; Bishop e coll., 1994), nei suini (Ellegren
e coll., 1994; Rohrer e coll., 1994; Archibald e coll., 1995), negli ovini (Crawford e
coll., 1995), nei caprini (Vaiman e coll., 1996), negli equini (Lindgren e coll., 1998)
e nei polli (Bumstead e Palyga, 1992). Mappe genetiche di seconda generazione,
contenenti una maggiore densita di marcatori, sono state prodotte successivamente
sulla base delle prime (Rohrer e coll., 1996; Marklund e coll., 1996; Barendse ¢ coll.,
1997; Kappes e coll., 1997; de Gortari e coll., 1998; Groenen e coll., 2000; Swin-
burne e coll., 2000; Maddox e coll., 2001).

Attualmente il numero di marcatori disponibili nelle diverse specie zootecni-
che ¢& abbastanza elevato, come si pud vedere dai dati della tabella 2, e aumenta di
giorno in giorno grazie all'intensa attivita di ricerca in corso in tutto il mondo.

Tabella 2 — Numero di marcatori mappati nelle principali specie di interesse zootecnico.

Specie Numero di di cui geni
marcatori
Bovino 2575 647
Suino 2276 769
Pecora 1492 369
Capral 223 -
Cavallo 863 180
Coniglio? 280 -
Pollo 2368 621
Tacchino 100 8

Fonte: ARK DataBase, Roslin Institute, Roslin, Midlothian, UK
1 Vaiman e coll. (1996); 2 Korstanje e coll. (2000).

Le informazioni riguardanti le mappe genetiche e citogenetiche delle principali
specie di interesse zootecnico sono disponibili in diverse banche dati accessibili via
internet.

Grazie al mappaggio di geni a funzione nota & emerso che durante I’evoluzione
alcuni gruppi di geni, anche se presenti in cromosomi diversi, hanno conservato la
sintenia tra specie diverse (O’Brien e coll., 1999). Vi sono infatti regioni cromosomi-
che in cui 'ordine dei geni ortologhi ¢ lo stesso nelle diverse specie di mammiferi;
perfino tra mammiferi ed uccelli si possono identificare regioni conservate. Cid ha
permesso di sviluppare il mappaggio comparativo tra le diverse specie, che puo
essere utile per individuare geni in una specie sulla base dei dati di un’altra.
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La mappa genetica completa di ciascuna specie si pud ottenere soltanto con il
sequenziamento di tutto il genoma e I'identificazione di tutti i geni. Nell'uomo la
sequenza del genoma & stata completata al 93% circa (Venter e coll., 2001) ed in
breve tempo sara completato anche il sequenziamento di quello di topo. Per le
specie di interesse zootecnico si prevede che la sequenza completa del genoma sara
disponibile nel medio-lungo periodo e attualmente diversi gruppi hanno iniziato il
sequenziamento sistematico di alcune parti del genoma bovino e suino.

Come primo passaggio nel sequenziamento del genoma delle principali specie
di interesse zootecnico, sull’esempio di quanto & stato fatto per 'uomo, si stanno
identificando le regioni trascritte grazie alla caratterizzazione di expressed sequence
tags (EST). Le EST sono brevi sequenze di cDNA che rappresentano attivita tra-
scrizionale dei geni nei diversi tessuti.

1l confronto tra il numero di sequenze disponibili in banca dati per 'uomo e
il topo con il numero di sequenze disponibili per le principali specie di interesse
zootecnico da un’idea dello stato di avanzamento nel sequenziamento del genoma
delle varie specie (tabella 3).

Tabella 3 — Numero di sequenze presenti in GenBank (al 21 Settembre 2001) per
luomo, il topo e le principali specie di interesse zootecnico.

Specie Numero di sequenze
Uomo 5.026.606
Topo 3.144.990
Bovino 188.950
Suino 104.530
Pecora 2.019
Capra 1.372
Cavallo 2.226
Coniglio 5.598
Pollo 41.597
Tacchino 2.024

Tutte queste conoscenze rappresentano il punto di partenza per una serie di
importanti applicazioni della genetica molecolare al settore delle produzioni animali.

SELEZIONE ASSISTITA DA MARCATORI

La selezione per il miglioramento delle produzioni animali finora & stata rea-
lizzata con i metodi della genetica quantitativa. Secondo questa teoria la variazione
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continua dei caratteri quantitativi, quali ad esempio la produzione di latte e di
carne, & dovuta all’azione degli alleli di molti /loci e agli effetti dei fattori ambientali.
I singoli /oci e alleli esercitano effetti molto piccoli prevalentemente di tipo additivo
sulla variabilita totale del carattere. Per questi caratteri complessi non & possibile
individuare il genotipo degli animali direttamente dal loro fenotipo. Di conse-
guenza ai fini della selezione si ¢ abbandonata questa strada e si & intrapresa quella
dell’approccio biometrico-statistico, sviluppando metodi di stima del valore gene-
tico degli animali o indici di selezione, basati sulla misurazione di questi caratteri
nei soggetti candidati alla riproduzione e/o nei loro parenti, tenuti nelle stesse con-
dizioni ambientali (stazioni o centri di controllo genetico) ai fini di evidenziare la
quota ereditabile delle differenze osservate fra i singoli riproduttori.

Tale approccio & particolarmente efficace per caratteri produttivi che si mani-
festano precocemente, che sono facilmente misurabili, che si esprimono in entrambi
i sessi e che non sono troppo influenzati da fattori ambientali. Tuttavia, sono pochi
i caratteri produttivi che riuniscono tutti questi aspetti favorevoli. Infatti, alcuni
caratteri sono espressi in un solo sesso (uova, latte), altri si evidenziano tardi nella
vita produttiva dell’animale (problemi articolari) o solo dopo la macellazione (tagli
magri, qualita della carne) o ancora sono difficili da misurare (resistenza alle malat-
tie, indice di conversione degli alimenti). Alcuni caratteri, inoltre, hanno coeffi-
cienti di ereditabilita molto bassi perché sono particolarmente influenzati da fattori
ambientali (efficienza riproduttiva, resistenza alle malattie).

La genetica molecolare permette di superare questi problemi perché fornisce
gli strumenti per analizzare la variabilita genetica quantitativa direttamente a livello
del DNA e di ricercare associazioni tra marcatori del DNA e i loc/ che contribui-
scono ai caratteri quantitativi di importanza economica, QTL (quantitative trait
loci) o ETL (economical trait loci). L'individuazione di associazione di questo tipo
permette di frazionare un carattere quantitativo a variazione continua in un certo
numero di /oc; mendeliani, chiaramente identificabili, e di attuare una selezione
assistita da marcatori. Integrando gli attuali metodi matematico-statistici di valuta-
zione genetica dei riproduttori con le informazioni fornite dalla genetica molecolare
su geni maggiori o su marcatori associati a QTL, ¢ possibile aumentare I'efficacia
della selezione, soprattutto per caratteristiche che si esprimono tardivamente o in
un solo sesso o che sono difficili da misurare. Infatti la tecnologia del DNA ricom-
binante, mettendo a disposizione informazione sui QTL, direttamente o attraverso
i marcatori, pud influire favorevolmente su tutti i fattori che determinano il pro-
gresso genetico: accuratezza della selezione, intensita della selezione e intervallo di
generazione. Inoltre la selezione effettuata a livello di DNA, potendo essere indi-
rizzata verso specifici geni, consente di superare pit facilmente i problemi posti
dalle correlazioni sfavorevoli tra i caratteri obiettivi della selezione.



— 482 —

QTL IDENTIFICATI NELLE VARIE SPECIE DI INTERESSE ZOOTECNICO

Sono gia stati identificati per mezzo di marcatori diversi QTL nelle specie ani-
mali di interesse zootecnico. Nella tabella 4 ne sono riportati alcuni di pitt imme-
diato interesse applicativo.

Tabella 4 — QTL e loci ad effetto maggiore relativi alla produzione della carne in alcune specie di
interesse zootecnico.

Specie Cromosoma Locus Carattere Bibliografia
Bovino 57e19 - Ovulazione Kirkpatrick e coll., 2000.
Bovino 2 Miostatina Ipertrofia muscolare Charlier e coll., 1995.
Grobet e coll., 1997.
Bovino 15 - Tenerezza carne Keele e coll., 1999.
Bovino 19 GH1 Percentuale di grasso Taylor e coll., 1998.
Suino 1 ESR Numero di suinetti nati vivi Rothschild e coll., 1996.
Suino 4,8,13e15 - Ovulazione Rathje ¢ coll., 1997.
Suino 8 OPN Dimensione della covata Mileham e coll., 1996.
Suino 1 - Accrescimento Paszek e coll., 1999.
Suino 4,13 - Accrescimento, lunghezza Andersson e coll., 1994.
intestino, spessore del lardo Knott e coll., 1998.
dorsale
Suino 4 A-FABP Grasso intramuscolare Gerbens e coll., 1998.
Suino 6 CRC Qualita della carne (PSE), Fujii e coll., 1991.
carne magra, massa muscolare
Suino 6 H-FABP Grasso intramuscolare Gerbens e coll., 1999.
Suino 15 PRKAG3 Resa in prosciutto cotto, Mariani e coll., 1996.
(RN) potenziale glicolitico, pH Milan e coll., 1996.
Milan e coll., 2000.
Ovini 6 Booroola Ovulazione, Montgomery e coll., 1993.
(FecB, BMPRI1B) | numero agnelli nati
Ovini - Mel,, Receptor | Stagionalita riproduttiva Pelletier e coll., 2000.
Ovini 21 Callipyge Ipertrofia muscolare Cockett e coll., 1996.
Polli 2 - Colore carne Van Kaam e coll., 1999.
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Di particolare interesse appaiono i loci ESR (Estrogen Receptor) e Booroola che
influiscono rispettivamente sulla prolificita della scrofa e della pecora. Il gene ESR
risulta associato con la prolificitd delle scrofe nella razza cinese Meishan (Roth-
schild e coll., 1996). Leffetto dell’allele favorevole ¢é risultato pari ad 1,4 suinetti in
pitt al primo parto e 0,5 in pitl nei parti successivi. Questi risultati non hanno tro-
vato piena conferma nelle razze europee o americane; infatti, non tutti gli esperi-
menti effettuati su queste razze hanno confermato il suddetto effetto favorevole,
che, in ogni caso ¢ risultato sempre inferiore a quello osservato nella razza cinese.
Questi risultati contraddittori suggeriscono che probabilmente il Jocus ESR & sol-
tanto un marcatore di un QTL, che influisce sulla prolificita. In questo caso 'allele
favorevole di ESR potrebbe essere usato come un marcatore per identificare quello
realmente responsabile dell’aumento della prolificita nella razza Meishan, che in
seguito potrebbe essere trasferito alle razze europee ed americane con I'introgres-
sione assistita da marcatori o con la transgenesi.

1l Jocus Booroola, cosi chiamato dalla localita in cui & stato trovato, ha un
effetto importante sul tasso di ovulazione e quindi sul numero di nati nelle pecore.
1l gene ¢ stato trovato soltanto nella razza Merino australiana. La genetica moleco-
lare ha consentito di mappare questo gene sul cromosoma 6 (Montgomery e coll.,
1993) e di trovare alcuni marcatori associati che potrebbero essere utili per la sua
introgressione nelle altre razze ovine da carne.

Altri QTL riguardano la velocita di crescita, la composizione della carcassa e
la qualita della carne, e del latte.

Nei bovini, di particolare importanza ¢ il locus mb, ad effetto parzialmente
recessivo, responsabile dell’ipertrofia muscolare. Questo Jocus, localizzato sul cro-
mosoma 2 per mezzo del genome scanning (Chatlier e coll., 1995), & stato successi-
vamente caratterizzato dal punto di vista molecolare grazie all’approccio del gene
candidato. Diverse mutazioni nel gene miostatina sono state associate al fenotipo
ipertrofia muscolare in diverse razze bovine.

Nel suino, in particolare, sono stati caratterizzati due geni di notevole impor-
tanza economica, che influiscono sulla qualita della carne: il gene CRC, responsa-
bile della carne PSE (Pale, Soft, Exudative), della sindrome da stress nel suino e
della ipertermia maligna, di cui si dira oltre, e il gene RN, che influisce sulla resa in
prosciutto cotto. Quest’ultimo, identificato in linee sintetiche con la razza Ham-
pshire (Le Roy e coll., 1990), & stato mappato sul cromosoma 15 utilizzando 'ap-
proccio del genome scanning (Mariani e coll., 1996; Milan e coll., 1996). Una muta-
zione nel gene PRKAG3 (Milan e coll., 2000), coinvolto nella regolazione del meta-
bolismo del glicogeno, ¢ stata recentemente indicata come la responsabile di questo
difetto della carne.

Nelle pecore, il Jocus denominato callipyge, responsabile dell’ipertrofia musco-
lare, & stato mappato sul cromosoma 18 (Cockett e coll., 1994). Per questo locus &
stato messo in evidenza un meccanismo di trasmissione ereditario non mendeliano
denominato «superdominanza polare», secondo il quale soltanto gli individui ete-
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rozigoti che ereditano dal padre I'allele favorevole del gene manifestano 'ipertrofia
muscolare (Cockett e coll., 1996). Per questo gene esisterebbe un fenomeno di 777-
printing materno, che porta non solo alla non espressione del fenotipo nei soggetti
eterozigoti che ricevono I’allele favorevole dalla madre, ma anche all’inattivazione
dell’allele paterno negli omozigoti.

Numerose sono anche le ricerche per I'identificazione di QTL legati alle carat-
teristiche qualitative e quantitative della produzione di latte, in particolar modo nei
bovini. Georges e coll. (1995), utilizzando il grand-daughther design, hanno identifi-
cato la presenza di 5 QTL, rispettivamente localizzati sui cromosomi 1, 6, 9, 10 e
20. Numerosi altri lavori hanno evidenziato la presenza dei QTL sui cromosomi 2,
3,4,6,9,12, 14, 17, 18, 19 e 20 in questa specie.

Altri QTL o geni maggiori sono stati identificati per la resistenza alle malattie
in diverse specie. Ad esempio, nel pollo, la suscettibilita alla malattia di Marek &
stata associata a geni del complesso maggiore di istocompatibilita (Bacon, 1987). La
resistenza alla salmonellosi ¢ risultata associata ai geni NRAMP1 e TNC (Hu e coll.,
1997) e influenzata da un QTL mappato sul cromosoma 5 di pollo (Mariani e coll.,
1998). Nel suino Meijerink e coll. (1997) hanno identificato una mutazione nel gene
FUT1I in linkage disequilibrium con il locus ECF18R, che determina la sensibilita
alla malattia degli edemi causata dal ceppo F18 di Escherichia coli. Diversi studi
hanno evidenziato associazioni tra specifici aplotipi del complesso maggiore di isto-
compatibilita suino (SLA) e alcuni parametri immunitari (Schook e coll., 1996).
Anche nelle altre specie di interesse zootecnico, numerosi studi effettuati per indi-
viduare relazioni tra variazioni a livello di DNA e resistenza a malattie hanno inte-
ressato principalmente i geni del complesso maggiore di istocompatibilita.

DIAGNOSI ED ERADICAZIONE DELLE MALATTIE E DEI DIFETTI EREDITARI

Negli animali di interesse zootecnico si conoscono numerose malattie e difetti
ereditari (tabella 5), di cui molte dovute a mutazioni di un solo gene. Se il gene &
dominante, ¢ possibile diagnosticare la malattia o il difetto sia negli omozigoti sia
negli eterozigoti portatori, mentre se il gene & recessivo i sintomi si manifestano
solamente nei soggetti omozigoti recessivi. L'eliminazione del gene dalla popola-
zione per mezzo della selezione fenotipica & possibile solo nel primo caso, mentre
diventa pressoché impossibile nel secondo caso, perché i soggetti eterozigoti porta-
tori si presentano normali ma trasmettono il gene responsabile ai figli. L'unica pos-
sibilita di ridurre efficacemente la frequenza di un gene recessivo o di eliminarlo
risiede nell’identificazione dei soggetti portatori in modo da poterli scartare dalla
riproduzione insieme con quelli omozigoti, che manifestano clinicamente la malat-
tia o il difetto. Sotto questo profilo la genetica molecolare si ¢ rivelata uno stru-
mento risolutivo.
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Tabella 5 — Malattie e disordini ereditari nelle specie animali di interesse zootecnico.

Specie No
Bovini 324
Suini 212
Ovini 167
Caprini 62
Equini 160
Polli 163

Fonte: OMIA - University of Sydney, Australia.

In questo campo il primo successo importante per la zootecnia & stato otte-
nuto con I'identificazione del gene e della mutazione del difetto PSE della carne,
caratterizzato dalla presenza di masse muscolari di colore bianchiccio, flaccide, che
lasciano trasudare dalla superficie di taglio notevoli quantita di liquido sieroso. Le
conseguenze economiche sono molto rilevanti perché il difetto altera le piti impor-
tanti caratteristiche qualitative della carne, quali il colore, la consistenza e il potere
di ritenzione idrica. Inoltre le alterazioni generalmente interessano le masse musco-
lari che costituiscono i tagli pitt pregiati, come la lombata ed il prosciutto. Le carat-
teristiche anormali conferite dalla PSE rendono la carne meno attraente per il con-
sumatore e meno idonea alla trasformazione in salumi tipici di alto pregio, quali i
prosciutti crudi di Parma e di S. Daniele. Infatti, lo scarso potere di ritenzione
idrica di queste carni provoca un aumento dei cali di stagionatura e della frequenza
dei difetti di fabbricazione (Russo e Nanni Costa, 1995).

Le tecniche del DNA ricombinante hanno permesso di individuare, come
responsabile della predisposizione alla PSE, il gene CRC (Calcium Release Chan-
nel), che codifica per la proteina che costituisce i canali di rilascio del calcio dal
reticolo sarcoplasmatico. Una mutazione di questo gene caratterizzata dalla sostitu-
zione di un solo aminoacido (arginina con cisteina) della catena polipeptidica,
dovuta alla sostituzione di una citosina con una timina al nucleotide 1843, & risul-
tata responsabile del difetto (Fujii e coll., 1991). Lindividuazione dell’alterazione a
livello del DNA ha permesso di mettere a punto un test rapido e sicuro per I'indi-
viduazione dei suini portatori basato sulla suddetta mutazione, che determina un
polimorfismo della lunghezza dei frammenti di restrizione che si ottengono con gli
enzimi Hha 1 e Asp H. La mutazione, infatti, determina la scomparsa del sito di
taglio del primo enzima e la formazione di un sito di taglio per il secondo. Par-
tendo dai risultati di queste ricerche, anche in Italia & stato messo a punto un pro-
tocollo d’analisi che utilizza la tecnica PCR per identificare il genotipo per la sensi-
bilita all’alotano dei suini direttamente a livello di DNA (Russo e coll., 1993). La-
nalisi puo essere effettuata a partire dal sangue, da piccolissime quantita di muscolo
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e di grasso fresco, cotto o stagionato e anche da una singola setola (Russo e coll.,
1994). 11 metodo viene utilizzato dall’Associazione Nazionale Allevatori Suini nel
programma nazionale di selezione allo scopo di eliminare il gene della predisposi-
zione alla PSE dalle razze suine italiane e, inoltre, trova applicazione nel controllo
di qualita dei prosciutti italiani a denominazione di origine protetta.

Altre malattie ereditarie identificate con le tecniche del DNA ricombinante sono
la BLAD, Bovine Leukocyte Adbesion Deficiency (Shuster e coll., 1992), la DUMPS,
Deficiency of Uridine Monophosphate Synthase (Schwenger e coll., 1993), la MSUD,
Maple Syrup Urine Disease (Zhang e coll. 1990), la citrullinemia (Dennis e coll., 1989)
nei bovini e la HYPP, Hyperkalaemic Periodic Paralysis, nei cavalli (Rudolph e coll.,
1992). Per le malattie BLAD e DUMPS il Laboratorio Gruppi Sanguigni dell’Asso-
ciazione Italiana Allevatori procede routinariamente all’individuazione dei soggetti
portatori al fine di eliminarli dalla riproduzione. Oggi si conosce la base molecolare
di circa 63 malattie ereditarie degli animali di interesse zootecnico.

Le ricerche di genetica molecolare che hanno portato all’individuazione della
lesione genetica e/o alla messa a punto del test diagnostico a livello del DNA per
queste malattie, sono paradigmatiche per giungere all’identificazione della causa
profonda di tutte le altre malattie ereditarie a base genetica monofattoriale presenti
negli animali di interesse zootecnico. Nel fare cid ci si potra avvantaggiare delle
ricerche sul genoma umano che sono molto pili numerose e avanzate. Infatti, dagli
studi di genetica molecolare nell'uomo & possibile avere indicazioni sui geni candi-
dati, perché le malattie ereditarie sono spesso comuni all'uomo e agli animali e
hanno la stessa base genetica. Percio, poiché le sequenze dei geni funzionali e le
associazioni tra geni mostrano un elevato grado di conservazione tra le diverse
specie di mammiferi, utilizzando i geni umani gia clonati & possibile studiare ed iso-
lare i corrispondenti geni animali.

SESSAGGIO DEGLI EMBRIONI E PREDETERMINAZIONE DEL SESSO

11 sessaggio degli embrioni & una tecnica gia utilizzata nei programmi di tra-
sferimento embrionale per il miglioramento genetico dei bovini da latte. Dopo i
primi tentativi poco efficaci basati sull’analisi del cariotipo, sono stati sviluppati
con successo diversi metodi miranti ad individuare sequenze di DNA Y-specifiche
nelle cellule embrionali. Tra questi i piti idonei sono risultati quelli che utilizzano la
tecnica PCR, perché richiedono soltanto qualche cellula embrionale e forniscono
rapidamente risultati con accuratezza che va dal 95 al 100%.Tuttavia anche questo
metodo provoca una diminuzione della vitalita degli embrioni dell’ordine del 10%
rispetto agli embrioni non sessati. Per superare quest’inconveniente si stanno svi-
luppando metodi non invasivi, che non richiedono la biopsia dell’embrione, quali
la determinazione della concentrazione e dell’attivita di enzimi legati al cromosoma
X o la determinazione di antigeni di istocompatibilita, presenti sulla superficie delle
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cellule maschili, ma non su quelle femminili, mediante ['utilizzazione di anticorpi
monoclonali.

La predeterminazione del sesso pud essere utile, oltre che a livello commer-
ciale perché alcune produzioni zootecniche (latte e uova) si esprimono in un solo
sesso, anche a livello di miglioramento genetico, perché ad esempio potrebbe per-
mettere di ridurre della meta il numero di vacche necessarie per la fase di progenie
dei tori da latte.

La via pit efficace per raggiungere questo obiettivo & quello di separare
vitro gli spermatozoi contenenti i cromosomi X e Y che, come ¢ noto, danno ori-
gine, rispettivamente, al sesso femminile e maschile. Tra i diversi tentativi effettuati
basandosi su differenze tra i due tipi di spermatozoi (massa, motilita, contenuto di
DNA, cariche ed antigeni di superficie, ecc.), la separazione mediante citofluorime-
tria a flusso in base al maggior contenuto di DNA degli spermatozoi contenenti il
cromosoma X ha fornito i risultati pitt promettenti. Infatti, essa consente di otte-
nere seme contenente, nei casi pit favorevoli, fino al 90% di spermatozoi utili per
ottenere il sesso desiderato. I primi risultati di fecondazione con seme cosi ottenuto
hanno messo in evidenza nelle diverse specie di interesse zootecnico, in particolare
nei suini, che & possibile ottenere al parto fino a 85% dei nati del sesso desiderato.
Tuttavia la tecnica non ¢ attualmente generalizzabile a livello operativo per il limi-
tato numero di spermatozoi separabili in tempo utile, ma lo potrebbe essere nel
prossimo futuro come lasciano prevedere le ricerche in corso per migliorare la velo-
cita di separazione degli spermatozoi (Johnson, 1999).

ACCERTAMENTO PATERNITA E IDENTIFICAZIONE DEI SINGOLI ANIMALI

Lattribuzione certa della paternita o della maternita biologica e I'identifica-
zione sicura dei singoli animali sono presupposti fondamentali per effettuare effica-
cemente la selezione nelle popolazioni zootecniche. Si & visto che, nonostante la
scrupolosita delle registrazioni di questi dati nell’ambito dei libri genealogici, una
certa percentuale di errori & inevitabile, soprattutto per i maschi quando si usa la
fecondazione artificiale. attribuzione del padre, ma in qualche caso anche quella
della madre, & pressoché impossibile nell’allevamento brado e semibrado se le fem-
mine sono imbrancate con diversi maschi. E questo il caso dell’allevamento bufa-
lino e molto spesso di quello ovino e caprino.

Per questi motivi, fin dall’inizio della selezione, & apparso necessario determi-
nare con certezza la corretta paternitd biologica di un individuo. A tale scopo
comunemente sono utilizzati i gruppi sanguigni e i polimorfismi delle proteine del
sangue. Questi polimorfismi per la loro limitata variabilita possono permettere sol-
tanto di escludere la paternitad ma non ne consentono I’attribuzione.

Le tecniche del DNA ricombinante hanno messo a disposizione numerosi
polimorfismi evidenziabili a livello del DNA, che ben si prestano allo scopo. In
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particolare sono stati individuati certi /ocz minisatelliti distribuiti in tutto il genoma
e costituiti da corte sequenze ripetute in tandem che danno origine ad una elevata
variabilita individuale. Piti recentemente sono stati individuati /oc; microsatelliti
costituiti da 1-4 nucleotidi, anch’essi ad elevato grado di polimorfismo. A causa
della elevata variabilita tutti questi loc/ vengono definiti ipervariabili. Tale variabi-
lita puo essere individuata con le tecniche del Southern blotting, usando come
sonde i mini e i microsatelliti contenenti la sequenza ripetuta, o con metodiche
PCR. 1l complesso tracciato autoradiografico risultante dall’analisi di questi Joci
ipervariabili & specifico per ogni individuo e costituisce «!'impronta digitale del
DNA» (DNA fingerprint), cosi chiamata perché analogamente all'impronta digitale
poliziesca, ma in modo piu preciso, si presta per I'identificazione di un soggetto.

Gli alleli dei mini e dei microsatelliti sono ereditati secondo gli schemi men-
deliani e di conseguenza I’elevatissimo grado di variabilita consente anche di deter-
minare con certezza la paternita degli individui. Oggi i metodi d’analisi si basano
sull’'uso dei microsatelliti, perché questi hanno un elevato grado di polimorfismo e
perché ¢ possibile la loro amplificazione simultanea con una o due PCR e, quindi,
perché sono pit rapidi e piti economici. Questi metodi rispetto a quelli tradizionali,
basati sui polimorfismi immunologici degli antigeni eritrocitari ed elettroforetici
delle proteine del sangue, presentano il vantaggio di raggiungere elevatissimi livelli
di precisione ed in secondo luogo quello di ridurre notevolmente il numero di ana-
lisi necessarie per I'identificazione della paternita. In Italia la determinazione della
paternita per tutte le specie viene effettuata presso il Laboratorio Gruppi Sanguigni
istituito a Cremona dall’Associazione Allevatori Italiani (Tabella 6).

Tabella 6 — Numero di microsatelliti e di amplificazioni utilizzati per la diagnosi di
parentela presso il Laboratorio Gruppi Sanguigni dell’ AIA.

Specie Numero microsatelliti Numero amplificazioni
Bovina 13 2
Bufalina 6 1
Canina 6 2
Caprina 8 2
Equina 10 1
Ovina 8 2
Suina 9 2
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ANIMALI TRANSGENICI

Lo sviluppo piu interessante dell'ingegneria genetica si & avuto con la dimo-
strazione della possibilita di modificare il patrimonio genetico degli animali attra-
verso l'inclusione nel loro genoma di geni provenienti da altre specie, o da altri
individui della stessa specie, ma usando tecniche diverse da quelle della riprodu-
zione tradizionale.

I soggetti che si ottengono sono chiamati animali transgenici. Il trasferimento
del gene in genere viene effettuato per microiniezione di una soluzione del DNA
nei pronuclei dell'uovo fecondato e tramite il reimpianto dell’embrione in una fem-
mina ricevente. In questo modo il gene aggiunto verra trasmesso a tutte le cellule,
comprese quelle della linea germinale e quindi potra essere trasmesso da una gene-
razione all’altra.

Ricerche di questo tipo sono state effettuate su tutte le specie di interesse zoo-
tecnico. Lefficienza del trasferimento genico risulta ancora molto bassa poiché
meno dell’1-2% degli zigoti iniettati da origine ad animali transgenici (Brem, 1992).
Ma questa percentuale potrebbe essere rapidamente aumentata utilizzando nuove
tecniche di trasferimento in fase di sperimentazione. Una volta integrato nel
genoma, il transgene verra trasmesso alla progenie secondo gli schemi mendeliani.

Attualmente sono stati trasferiti con successo numerosi geni e cio ha aperto la
strada a nuove possibilita di miglioramento delle produzioni e a possibilita alterna-
tive di utilizzazione degli animali di interesse zootecnico.

La produzione di animali transgenici apre nuove e interessanti prospettive bio-
tecnologiche, non tanto nel settore zootecnico quanto in quello sanitario e farma-
ceutico. Infatti, & possibile usare gli animali transgenici per la produzione di pro-
teine eterologhe di interesse farmacologico. In altri termini & possibile con la tran-
sgenesi trasformare le bovine, le pecore e le capre da latte in fabbriche di proteine
di grande utilita, quali ad esempio anticorpi ed altre sostanze biologiche umane
utili per la prevenzione e la cura di malattie dell’'uomo. Si & visto, infatti, che ani-
mali transgenici, ottenuti introducendo nel loro genoma un gene per la sintesi di
una proteina estranea, unito alle sequenze del DNA che regolano 'espressione di
una proteina del latte, sintetizzano nel loro latte la nuova proteina. La produzione
di proteine eterologhe potra essere ottenuta anche nel sangue e nei tessuti corporei
degli animali transgenici, ma il sistema latte presenta caratteristiche pit favorevoli
perché consente di recuperare il prodotto pitt facilmente con i procedimenti di
estrazione tradizionali. Se il livello di espressione del gene trasferito ¢ di appena
1-2g per Kg di latte, da una bovina che produce 90q di latte per lattazione si
potranno ricavare 9-18 Kg ’anno di proteina ricombinante.

Diverse societa farmaceutiche, in collaborazione con istituti di ricerca, sono gia
in fase di sperimentazione avanzata per la produzione di sostanze farmacologica-
mente attive con animali transgenici. Finora si & ottenuto sperimentalmente 1’espres-
sione di numerosi geni umani di questo tipo nel latte dei mammiferi, prevalente-
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mente nei topi, ma anche nelle pecore, capre, scrofe e coniglie. Diverse sono le
sostanze che nel prossimo futuro potrebbero avere uno sbocco commerciale, tra cui
la al-antitripsina, alcuni fattori di coagulazione del sangue, la proteina C, 'antitrom-
bina III, 'albumina serica umana e il fibrinogeno. Tutte queste sostanze sono attual-
mente ricavate dal sangue umano con costi altissimi. La produzione con gli animali
transgenici consentirebbe di ottenere le quantita richieste a costi molto bassi.

Le applicazioni in atto o possibili illustrate lasciano appena intravedere I’e-
norme potenziale innovativo della genetica molecolare per il miglioramento delle
produzioni zootecniche. Lo sfruttamento di tutte le potenzialita esige un notevole
potenziamento della ricerca nazionale in questo settore. In particolare la ricerca
dovrebbe considerare le peculiarita della zootecnia italiana, orientata alla produ-
zione di materie prime eccellenti per I'industria di trasformazione, indirizzata a sua
volta alla produzione di prodotti di alto pregio.
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