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Enzym UMPS jest nieodzowny w szlaku q/nJezy
d e n ov o ntlkle o tydów pirymidynowych. N ajwiększe
zapotrzebowanie na tón szlak syntezywystępuje we
wciesnych etapach rozwoj u prenataĘego. GenoĘ-
py hońozygoiyczne reces}ryvne (D|Ę!) są pozba-
wione wspomnianego szlaku metabolicznego i za-
mierają Ót<. :S dnia po zapłodnienil to znaczy w
okresie kończenia prócesu implantowania w maci-

dzeniana samowysta
izmu. Na Ęm etapie
nie widoczne są juz i

inne części młodego organizmu a także p]ącują!9
serce. Zamier anie Śpowodowane mutacj ą DUMPS
mazatemmiejsce na s§ku dwóch faz rozwojowych:
w końcowej fazie rcmv oju zarodkowego i na począt-
ku okresu płodowego. W dokumentach hodowla-
nych, katal,ogach itd., genotypy przetestowanych
zwierząt oznaczane są skrótowo jako TD (rwierzę
normalne) lub DP (nosiciel mutacji). Osobniki he-
ter ozy goty czne w zględ em mut acj i D UMP S tzn. j ej

nosicióle (genotyp DP/TD) są całkowicie normal-
ne i pr zy zasto sowaniu konwencj onalnej diagno sĘki
wetórynaryjnej nie mozna ich odróznió od homo-
zygot genu-noimalnego (geno§p, TD/TD)- Ala|o-
giózna anomalia genomu czł owieka zna\a j est j ako
[wasica orotowa-(orotic aciduria) iwiąże się z za-
burzeniami metabolizmu pirymidyn, lecz nie jest
letalna (18).
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Aberracja DUMPS u bydła ma duze znaczenie
ekonomiczne. Jej ujemne skutki wpływają na wyni-
ki rozrodu, a więc ogniskują się ńa głównym ele-
mencie pracy hodowlano-selekcyjnej- i efekĘwno-
ści produkcji. U osobników ĘjąĆych-nie występują
genoĘzpy homozygo Ęczne recesywne DP/DP. MoŻ-
na je zdiagnozować Ęlko we wczesnej fazie rozxvo-
j u. p_renatalnego badaj ąc technikami molekularny-
mi DNA pozyskany z komórek trofoblastu tub wi-
zła zar odkowego (17). W warunkach hodowlanych
cały problem śledzenia mutacji DUMPS w puli ge-
nowej koncentruje się zatem na wykrywaniu buńa-
jów i krqw - nosicieli mutacji (heterozygoĘczny
genotyp DP/TD).

W 1993 r. zsekwencjonowano gen UMPS (15),
istnieją zatem obecnie mozliwoŚci prowadzónia
szerszych badań nad mutacją DUMPS przy wyko-
rzystaniu zaawansowanych technologii DNA. Pol-
skie badania nad Ęm zagadnieniern podjęto w
IGLHZ PAN w Jastrzębcu w 1994 r. W następnym
tośr uąe_aaptowano efekĘwny test diagnostycŻny
PCR-RFLP przydatny do masowych badań prŹesie-
wowych. i r ozp o częto monitorowanie puli §enowej
po_!s_kt_ei populacji bydła na obecnbść mutacji
DUMPS (7).

Celem niniejszego opracowania było zaprezen-
towanie metod idenĘfikacji mutacji DUMPS tech-
niką PCR-RFLP ipoprzez automaĘczne sekwen-
cjonowanie genu UMPS, oraz przedstawienie po-
L._.t"J ą!lę go i faktyc zne go zagr ożenia mut acj ąDUMPS bydła hodowanego w Polsce.

Mateilal imetody
Materiał do badań stanowiły próbki krwi, cebulki wto-

sowe, próbki kontrolne genomowego DNA od bydla
hodowanego w Niemczęch oraz nasienie buhaja rasy
holszĘńsko-fryzyjskiej Happy-Herd Beautician. Przeba-
dano ogółem 1038 sztuk bydła (781 buhajów reproduk-
cyjnych i257 krów matek buhajów). Buhaje poóhodziły
ze Stacji Hodowli i Unasieniania Zwierząt w Bydgosz-
cry, Legnicy, Poznaniu, Olecku, Szczecinku, Łowiczrl,
Karczowie, Krasnym i Zamościu.

Natomiast krowy pochodziły głównie z dwóch najcen-
niej szych genety cznie, zaro dowych stad czystorasowe-
go bydła hf (OHZ Osięcinywoj. bydgoskie i OHZ Oso-
wa Sień woj . leszcT ńskie) oruz z Zakladu Doświadczal-
nego IGiHZ PAN w Jastrzębcu. Testowany materiał był
zróżnicowany rasowo i opróczbydła holsztyńsko-fryzyj -
skiego (493 szt.),bydlaczarno-białego (451 szt.), bydłi
czerwono-białego (65 szt.), obejmowal osobniki różnych
ras mięsnych oraz bydła rasy jersey,

Przy pobieraniu próbek, ekstrakcji, standaryzacji i
przygotowyrvaniu genomowego DNA do badań stoso-
wano wcześniej opisane metodyki własne (9,I2),

. _ Ęrygprow adzanie łańcuchowej re akcj i p olimerazowej
(PCR) i analizy długości fragmentów iestrykcyjnycń
(RFLP). Objętość oraz komponenĘ (pozaprimeiami)
mieszaniny reakcyjnej PCR były identyczne jak przy dia-
gnosĘce mutacji BLAD (12). Na jedną reakcję stoso-

wano po 5 pM primera S09 (forward) i S18 (reverse)
umozliwiających uzyskiwanie produktu PCR o wielko-
ści 108 pz (16).

Reakcję PCR (amplifikację fragmentu I08 pz) prze-
prowadzano ptzry lrycfu termocyklerów TC-1 i Gene
Amp PCR system 9600 (Perkin-Elmer) stosując nastę-
puj ący plogram termiczny:
94"C- 5 min., 60'C - 1 min., 72"C - 30 sek. przez1 cykl,
94"C- 1min.,60"C- 1min., 7ż"C-30 sek. przez35 cykJi,
94"C- 1min., 60"C- 1 min., 72"C- 5 min. przezI cykl.

Calkowita objętość próbki poddawanej analizie RFLP
wynosiła 20 pl. Uzyskiwano to dodając do 10 pl produk-
tu PCR, 5 jednostek endonukleazy Ava I (Peterfarm,
Sieradz), 2 pl buforu (10x) i dopełniając próbkę H,O
(Sigma. W-3500).

Próbki inkubowano w temp. 37"C przez 18-20 godz. i
poddawano analizie restrykryjnej wg opisanej już me-
todyki stosowanej przy diagnostyce mutacji BLAD (12).

AutomaĘczne sekwencjonowanie produktów PCR.
Reakcję amplifikacji fragmentu genu UMPS prowadzo-
no z lĘ ciem ż0 -30 ng DNA przy obj ętości re akcj i 5 0 pl.
W skład reakcji wchodziły ponadto: 1x Thermophilic
DNA Polymerase Buffer (Promega), 1,5 mM MgCl, 200 pM
każdego z deoksynukleotydów (Promega), 0,5 U poli-
merazy Thq (Promega) oraz 0,21l,M każdego z prime-
rów. Ich sekwencje były takie same jak przy metodzie
PCR-RFLP z Wm, że jeden z primerów słuzących do
generowania nici matrycowej był znakowany na końcu
5'bioĘną.

Do sekwencjonowania na podłozu stałym uĘwano 40 pl
nieoczyszczonego produktu PCR oraz zestawu Auto
Load Solid Phase Sequencing Kit (Pharmacia). Primer
sekwencyjny znakowany był na końcu 5'fluoresceiną.

Elektrofore zę pr ow adzono w warunkach zalecany ch
pTzez producenta na automatycznym sekwenatorze
A.L.E (Pharmacia). Wyniki analizowano przł pomocy
programu ALF Manager (Pharmacia).

Wyniki iomówienie

ści produktu PCR na działanie endonukleazy może
występowaótakże z innychpo naj-
trudniejszym dowykrycia jest czas



reakcji PCR heterodupl
sparowanych nici DNA
elementem stosowanego t
wewnętrzna kontrola efe

końcem 5'tzslł. nici anĘse
produkt PCR powstający v
bNł kazdego Ósobnika jest, niezależnie od geno_-

typu, wrazliwy na mie endonlk|eazy.łyl I

vlanifestuje Śię to dej !e7
wyjątku pióbce, f, o wiel-

,,.b"f,#T:;wym przebiegu analizy u. żadnego c
wŹglęóu na jego genoĘp nie może pojawić się frag-
m"iri restryilcyjny o wielkc ści idenĘcznej z wielko-
ścią ampliiitońanego produktu PCR. Zaistnienie

e,żew procedurze iden-
rawidłowości, a uzyska-
ny.
mutacji DUMPS w ge-

nienie się bardzo dobrze
widocznego fragmentu r
89 pz, Posługując sięwyz
sty czną, r ozr óżntęnte m
nym TD,/TD i genoĘpem
(odpowiednio - trzy t czt
ne) - ryc. 1 nie nastręcza
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ze jest on głównym
którego nastąpiło

rozpowszechnienie tej a ,Rodo-
wóÓ" mutacji DUMPS złożo-

czolo-
które nie są ze sobą ściśle

anym przęz nas licznym
wykryto żadnego przy-
i DUMPS. Z lwagl na
akter mutacji DUMPS,

lła tej groźnej anomalii jest

bardzo pozytywnym i zarazem zaskakującym fak-
tem.

W końcu lat osiemdziesiątych mutacja DUMPS
lznana została przez zlłiązki hodowców bydła hf

Ryc. 1. Wyniki oznaczeń mutacji DUMPS ubydła przy wyko-

rzystaniujako matrycy dwuniciowego DNAizolowanego z ko-

mórek krwi:

( 11).' 
Jednakż e rezl\taty odnoszące się .d9 dotychczas

przetestowanego przez nas nalcennlelszego .gele-'tycznie materiilu i<ształtującego pulę genów krajo-

19 pz

36 pz

53 pz

89 pz
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specyfiki hodowli zxvierząt,
rzymywania się w populacji
i genomu jest z reguly ich re-

ulowanie mnogiej owulacji u
in vitro, przenoszenie zarodków,
4,6).

kolejność zasad w komplementarnej nici 3' - 5'.
Dopiero uzyskana pełna zbieżnośó w}ników takie-
go porównania umozliwia wiarygodne zweryfikowa-
nie analizowanej sekwencji genu.

dzielny pik cy
mentarnej ob
Znacry to, że
zatem badany osobnik jest homozygotą genu nor-
malnego (TD/TD). Prezentowana metoda automa-

kwe ncj o nowanie, które go pr zykładem j est prezen-
towana sekwencja genu UMPS, umozliwia obser-

istot nie obsza-

ffię aberracje

Szersze badania przesiewowe na obecność mu-
tacji DUMPS w puli genowej bydła hodowanego w
Polsce nie były doĘchczas prowadzone. Chociaż
dane przedstawione w niniejszym opracowaniu
wskazują, że ta dziedziczna aberracja bydła aktual-
nie nie występuje w polskim materiale hodowlanym,
wskazane byłoby jej dalsze monitorowanie. Po-
dyktowane jest to jej duzym znaczeniem dla eko-

tową,
Przedstawiony test oparty na metodzie PCR-


