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Najnowsze wyniki badan
genetycznego tfa
wysokiej plennosci owiec
booroola

Matgorzata K. Charon, Elzbieta Martyniuk
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Rozwijajace sig dynamicznie badania genomow zwierzat gos-
podarskich stuzg przede wszystkim tworzeniu markerowych
map genomowych. Informacje zawarte w tych mapach sg wy-
korzystywane do identyfikacji genéw determinujgcych cechy
uzytkowe zwierzat lub gendéw wptywajgcych istotnie na ich
fenotypowg ekspresje. Pierwsza mapa genomu owcy, opra-
cowana przez Crawford i wsp. [1] na podstawie wynikéw ana-
lizy segregacji 246 polimorficznych'markeréw genetycznych
w trzech pokoleniach petnego rodzenstwa, miata catkowitg
dtugos¢ rowng 2070 cM. Kolejna mapa genomu owcy, skon-
struowana zostata na podstawie segregacji 519 markerow ge-
netycznych [3], a jej dtugo$¢ wynosi 3190 cM.

Do cech uzytkowych owiec, ktore sg obiektem najintensyw-
niejszych poszukiwan genéw o duzym efekcie nalezg cechy
odpornosci na choroby i pasozyty, cechy umie$nienia,
a przede wszystkim cechy reprodukcyjne. U owiec niektérych
ras, wykazujgcych wysokg plennos¢, prowadzone sg poszu-
kiwania genow, ktore lezg u podtoza uwarunkowania gene-
tycznego tej cechy. Pierwszym genem wysokiej plennosci,
ktorego istnienie wykazata analiza [2] segregacji, byt autoso-
malny gen oznaczony symbolem FecB (Fecundity gene of
Booroola).

Dalsze badania segregacji wysokiej plennosci w dwunastu
rodzinach referencyjnych australijskiego merynosa booroola,
wykonane na 379 sztukach potomstwa pici zenskiej, potaczo-
ne z badaniami polimorfizmu loci markerowych DNA tych
zwierzat oraz analiza homologii miedzy chromosomami owcy,
cztowieka i bydta umozliwity lokalizacje genu FecB w chromo-
somie 6 i oszacowanie odlegtosci niektérych loci markero-
wych od tego locus [8]. W cytowanych badaniach zastosowa-
no nie tylko markery ze stosunkowo mato jeszcze wtedy po-
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znanego genomu owcy (10 markeréw mikrosatelitarnych, gen
albuminy — ALB), ale takze pochodzace od innych gatunkéw,
np. z genomu bydta (10 sekwencji mikrosatelitarnych, gen
o-S1-kazeiny — CSN1S1) oraz genomu cztowieka (gen nas-
korkowego czynnika wzrostu — EGF, gen o — receptora czyn-
nika wzrostu pochodzacego z ptytek krwi — PDGFRA oraz
fosfoproteiny S1 — SPP1). Dzigki zastosowaniu metody hybry-
dyzacji komérek somatycznych i analizie klonow komoérek
hybrydowych pochodzacych od owcy i chomika ustalono, ze
mikrosatelity OarAE101 i BM143 mozna zaliczy¢ do grupy lo-
ci syntenicznych, ztozonej z genéw: PDGFRA, SPP1 i EGF.

Kolejnym krokiem byto zawezenie regionu poszukiwan lo-
cus FecB do odcinka chromosomu 6 miedzy 6qg23 a 6g21,
ktory jest homologiczny do regionu 4g21-25 genomu cztowie-
ka [8]. Opracowany wowczas test identyfikacji obecnosci ge-
nu FecB w genotypie owiec na podstawie polimorfizmu trzech
sekwencji mikrosatelitarnych OarAE101, OarHH55 i BM143
zostat szybko zweryfikowany. Zbyt duza odlegtos¢ mikrosate-
lit OarHH55 i BM143 od poszukiwanego locus (okoto 20 cM)
zmusita badaczy do siegniecia po inny marker — BM1329,
mikrosatelite z genomu bydta [6]. Wkrotce do testu dodano
trzeci marker, niestety jego sekwencje i lokalizacje znali jedy-
nie badacze z Nowej Zelandii z zespotu kierowanego przez
Montgomery’ego. Byto to jednoczesnie sygnatem, ze by¢ mo-
ze w niedtugim czasie zostanie poznana doktadna lokalizacja
locus FecB.

Wspomniany zespot badaczy nowozelandzkich przeprowa-
dzit wszechstronne badania, z wykorzystaniem réznych me-
tod molekularnych, jak tez laparoskopowej oceny stopnia o-
wulacji, pomiarow morfometrycznych pecherzykéw i oocytow
oraz analiz segregacji cech (asocjacja loci markerowych
z QTL). Badania wykonano na owcach homozygotycznych
w locus FecB, a takze na kilku pokoleniach mieszancéw po-
chodzacych z krzyzowania wstecznego (tryki FecBFecB
x matki ++, nastepnie cérki FecB+ x tryki ++) oraz owcach
stanowigcych grupe kontrolna, ++. Do badan wtaczono takze
owce nalezgce do 6 innych ras, ktére nie majg genu FecB,
jak rowniez owce mieszancowe (rasa lokalna x booroola) z A-
rabii Saudyjskiej, Holandii i USA. Wyniki tych kompleksowych
badan i analiz zostaty ostatnio opublikowane przez Wilson
i wsp. [10].

Badaniami molekularnymi objeto region chromosomu 6
dtugosci 20 cM, zidentyfikowany we wcze$niejszych bada-
niach jako zawierajgcy locus FecB. Analiza QTL, metodg Ha-
ley’a i wsp. [5], udoskonalong dla analizy danych uzyskanych

11



dla wielu pokolen [4], wykazata, ze locus FecB znajduje sie
miedzy loci PDHA2 i JP27 (mikrosatelita), odlegtych od siebie
o okofo 4 cM. Uzupetnienie tych badan przez analize haplo-
typéw zwierzat doswiadczalnych przyniosto dawno oczekiwa-
ny wynik, stwierdzono bowiem $ciste sprzezenie, a wiec cat-
kowity brak rekombinacji locus FecB z mikrosatelitg JL36,
zlokalizowang w badanym regionie chromosomu w odlegto$-
ci 1,3 cM od locus PDHA2. Wspomniana wczes$niej homolo-
gia miedzy okreslonymi regionami chromosomu 6 owcy
i chromosomu 4 cztowieka upowaznita badaczy do wstepne-
go wskazania genu receptora biatka oznaczonego symbolem
BMP-1B (BMPR-IB), zmapowanego juz w genomie cztowieka
jako genu kandydujgcego.

Na marginesie, pare stéw wyjasnienia dotyczacego biatek
BMP, w ktérych sktad wchodzi biatko BMP-IB. Biatka BMP
(biatka morfogenetyczne kosci — ang. bone morphogenetic
proteins) nalezg do nadrodziny transformujacego czynnika
wzrostu — B (TGF-B) i petnig wiele waznych funkcji w rozwi-
jajacym sie organizmie, m.in. regulujg wzrost i r6znicowanie
wielu typéw komorek, ogrywajg wazng role podczas embrio-
genezy, jak rowniez podczas rozwoju koéci. Razem z aktyw-
nymi w oocytach czynnikami wzrostu,'GDFQ i GDF9b, oraz
receptorami BMP, znajdujgcymi sie w jajnikach, spetniajg
bardzo wazng role w reprodukcji ssakow.

W celu potwierdzenia obecnosci genu receptora biatka
BMP-IB (BMPR-IB) w 6 chromosomie owcy wykorzystano
biblioteke genomu owcy w sztucznym chromosomie drozdzo-
wym (YAC). Srednia dtugosé odcinkéw chromosoméw owcy
w kazdym sztucznym chromosomie drozdzowym wynosita
ok. 700 kpz. Stosujac metode ,spacer po chromosomie” (ang.
chromosome walking) przebadano znany juz region chromo-
somu 6 i stwierdzono, ze marker JL36 i gen BMPR-IB wyste-
pujg razem, w tym samym odcinku chromosomu 6 w YAC.
Wyniki tych badan potwierdzity lokalizacje genu BMPR-IB
w bezposrednim sasiedztwie mikrosatelity JL36. Natomiast
badania mRNA wyizolowanego z jajnikéw owiec nosicielek
oraz pozbawionych genu FecB, przeprowadzone metodg od-
wrotnej transkrypcji — PCR i hybrydyzacji in situ, udokumen-
towaty obecnos¢ receptorow BMPR-IB i BMPR-1I w komor-
kach jajnikowych, a takze ich wptyw na wzrost oocytéw. Ana-
liza sekwencji cDNA genu BMPR-IB pochodzacego od owiec
booroola i owiec innych ras ujawnita wystapienie u owiec boo-
roola mutacji punktowej w 830 nukleotydzie, polegajacej na
tranzycji adeniny na guanine, ktorej konsekwencja jest za-
miana aminokwasu glutaminy na argining w pozycji 249 tan-
cucha polipetydowego.

Analiza segregacyjna przeprowadzona na dwéch grupach
owiec — mieszancach wstecznych z merynosem booroola o-
raz owcach nie posiadajacych genu FecB, wykazata kosegre-
gacje mutacji Q249R z genotypem FecB. Potwierdzeniem te-
go byty wyniki dodatkowych badan na owcach 6 innych ras,
pochodzacych z Francji, Niemiec, Hiszpanii i Nowej Zelandii.
U zadnej z tych ras nie stwierdzono mutacji Q249R. Nato-
miast u owiec pochodzacych z krzyzowania rasy lokalnej
i merynosa boorooli mutacja ta segregowata zgodnie z o-
bserwowanym wzrostem stopnia owulacji.
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Obecnie badacze zadajg sobie pytanie: Czy u innych ras
owiec, u ktérych potwierdzono statystycznie obecnos¢ genu
o duzym efekcie w plennosci, genetycznym podtozem tej ce-
chy jest ta sama czy inna mutacja w obrebie genu BMPR-IB,
jak u merynosa boorooli? Podobne zjawisko zaobserwowano
przy hipertrofii migesniowej, wystepujacej u wielu ras bydta,
gdzie cecha ta zalezna jest od ré6znych mutacji w genie mio-
statyny.

A moze mamy do czynienia z mutacjg w genie innego biat-
ka, nalezacego do nadrodziny TGF-B? Przyktadem moze byc
mutacja w genie jednego z biatek morfogenetycznych kosci,
BMP15 (inna nazwa tego biatka to: wzrostowy czynnik r6zni-
cowania 9B — GDF9B; ang. growth differentation factor 9B),
ktorego ekspresja jest ograniczona do jajnikéw i powoduje
zwigkszong owulacje u owiec rasy romney (gen Inverdale).
Locus BMP154 jest zlokalizowany w chromosomie X i jest to,
jak dotad, jedyny znany gen wysokiej plennosci sprzezony
z plcia. Z genem tym wiaze sie takze inne odstepstwo. Allel
zmutowany wykazuje korzystny wptyw na stopien owulacji
jedynie w formie heterozygotycznej, natomiast u osobnikow
homozygotycznych powoduje nieptodnosc, wynikajaca z dys-
trofii jajnikow.

Niektore watpliwosci, dotyczace podtoza plennosci owiec
zostang wkrotce wyjasnione dzigki inicjatywie Georga Davi-
sa, odkrywcy genu Inverdale, ktéry zaproponowat przeprowa-
dzenie badan w kierunku nowo odkrytego markera genu
FecB w kilku populacjach owiec plennych: cambridge, thoka,
laucune, jak tez owcy olkuskiej. W przypadku owcy olkuskiej
jest to bardzo istotne, bowiem dramatycznie niska wielkos¢
populacji bardzo utrudnia analize statystyczna, a dotychcza-
sowe badania wskazujg jednoznacznie na obecno$¢ pojedyn-
czo segregujacego genu, zwigkszajgcego poziom owulacji [7].

Obszerne badania na ten temat prowadzone sg obecnie
w ramach grantu KBN pt: ,Badania nad uwarunkowaniem wy-
sokiej plennosci owcy olkuskiej i jej mieszancow z booroolg”.
Wkrotce wiec bedzie wiadomo, czy wysoka plenno$¢ owcy
olkuskiej, u ktérej wystepujg nawet mioty siedmioraczkow,
ma takie samo podtoze genetyczne, jak u owiec booroola.
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