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New variant of the amelogenin gene in cattle
Summary

The aim of this work was to search for a sequence polymorphism in the amelogenin gene (AMEL-X) in the
region of exon 6. The material covered 653 cows and bulls of variable breeds, typical for their karyotype. The
cows used in this study belong to Polish Red (150), Polish Whiteback (72), Red-and-White (72), Black-
-and-White with Holstein-Friesian blood share (69). The male material used in this study covered 269 sires
(Black-and-White with Holstein-Friesian blood share — 125, Polish Red — 12, pure breed Holstein-Friesian —
67, Red-and-White — 30, Simmental — 27 and different meat breeds — 7). Six young bulls of Polish Whiteback
and 15 young bulls of Polish Red were also tested. The polymerase chain reaction (PCR) primers used in this
study were given by Ennis and Gallagher. The PCR products were separated on ABI PRISM 377 DNA
sequencer (AB). For the AMEL-X gene copy the specific PCR product of 278bp was amplified and for the
AMEL-Y gene copy the specific PCR product was 215bp long. This typical pattern was observed in cows and
bulls of all tested cattle breeds except for the Polish Red. In addition to the typical signal for the chromosome
X in 24 cows and 2 bulls of Polish Red a signal for the PCR product of 269bp was detected. This result shows
that in an amplified region of AMEL gene in copy on chromosome X the sequence polymorphism is present

and its molecular origin is a deletion of 9bp.
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Dobrze uformowane szkliwo jest u ssakow gruba,
zmineralizowana tkanka zapewniajaca trwalos¢ zebow
i przez to wywiera wplyw na zdoIno$¢ pobierania pokar-
mu oraz dobrostan zwierzat. Amelogenina jest glownym
komponentem w organicznej macierzy wytwarzanej
w zawiazkach zgbowych przez ameloblasty, gdzie stano-
wi 90% ogolnej zawartosci biatka (4). Najistotniejszym
etapem w formowaniu szkliwa jest przeksztatcanie ma-
cierzy w hydroksyapatytowe krysztaty. W regulacji tego
procesu istotna rolg odgrywa amelogenina, gtownie po-
przez zapewnienie wodnego srodowiska koniecznego do
inicjowania i wzrostu krysztatlow. Szczegbtowe mecha-
nizmy tego procesu, a zwlaszcza biologiczna rola poszcze-
gblnych domen biatka sa stabo rozpoznane. Natywna
amelogenina samoorganizuje sig, tworzac szesciokatne
pryzmaty (tzw. nanospheres), ktore, jak si¢ uwaza, sa
przestrzennymi komponentami bezposrednio oddziatu-
jacymi na biomineralizacjg (1). U ssakow tozyskowych
amelogening opisano jako czasteczke skladajaca sig
z trzech regioné6w: N-terminalnej sekwencji (ok. 48 ami-
nokwasow) bogatej w tyrozyng (TRAP — tyrosine-rich
amelogenin protein), duzej hydrofobowej sekwencji ko-
rowej (ok. 114 aminokwasow) i C-terminalnej hydro-
filowej sekwencji liczacej ok. 25 aminokwasow. Usze-
regowanie aminokwasoéw w czasteczce jest podobne, na-
wet u taksonow ewolucyjnie od siebie odlegtych, np.
u ssakow tozyskowych, stekowcow, ptazow 1 gadow (16,
18). Dlatego polimorfizm genu i biatka amelogeniny wy-
korzystuje si¢ jako model przydatny do datowania oraz

* Praca wykonana w ramach projektu badawczego PO6D 01827 finansowa-
nego przez KBN.

przebiegu ewolucyjnego procesu réznicowania kladow
ssakow (2, 3). Celowos¢ podjecia weterynaryjnych ob-
serwacji nad genem 1 biatkiem amelogeniny wynika
z podobienstwa funkcji tego biatka u r6znych gatunkow,
a takze z faktu, iz metaboliczne zaburzenia w procesie
formowania szkliwa zgbowego moga by¢ nastgpstwem
mutacji genowych. W sekwencji ludzkiego genu AMEL
rozpoznano juz 12 mutacji odpowiedzialnych za rdzne
formy hypoplazji lub wadliwie zmineralizowanego szkli-
wa (10), okreslanych zbiorczym mianem amelogenesis
imperfecta (Al). Czgsciowo lub catkowicie rozpoznano
geny AMEL u ssakoéw nalezacych do siedmiu rzedow:
u czternastu gatunkow ssakow tozyskowych, dwoch ga-
tunkow ssakow jajorodnych oraz u jednego gatunku tor-
bacza (3, 17). Uwzgledniajac fakt, iz dotychczas zaak-
ceptowano istnienie 26 rzedoéw ssakow, w obrebie kto-
rych wyodrebniono 4629 gatunkow (3), dotychczasowy
zasob wiedzy o strukturalnych i funkcjonalnych aspek-
tach genu i biatka amelogeniny uzna¢ nalezy za niewiel-
ki. Gen AMEL u ssakow sktada sie z 7 eksondéw, a sek-
wencja kodujaca biatko zaczyna si¢ od pierwszego ami-
nokwasu eksonu 2 i konczy si¢ po pierwszym amino-
kwasie eksonu 7 (3). U bydta, podobnie jak u cztowieka
oraz malp cztekoksztattnych, zidentyfikowano dwa geny
amelogeniny: AMEL-X i AMEL-Y, ktorych /oci znajdu-
ja si¢ w chromosomach ptci (6, 7). Rdznice w sekwencji
tych kopii, bedace nastepstwem ich niezaleznej ewolu-
cji, staly si¢ podstawa opracowania rozmaitych testow
molekularnych wykorzystywanych do rozpoznawania
plci osobnikdéw na podstawie analizy $ladéw biologicz-
nych (13). U bydta mozliwe jest prowadzenie na tej pod-
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stawie m.in. seksowania zarodkow (8, 11, 15). U ssakow
tozyskowych przypuszczalnie aktywna jest tylko kopia
genu AMEL-X, natomiast charakter zmian w kopii genu
AMEL-Y (u bydta i cztowieka pozbawiony jest on ekso-
nu 4) upodabnia go do pseudogenu. Opisany u ludzi zwia-
zek migdzy mutacjami w sekwencji genu amelogeniny
a wystgpowaniem wad szkliwa zgbowego (amelogene-
sis imperfecta) nie jest jedynym elementem wskazuja-
cym na znaczenie tego biatka u ssakow (19). Glownym
mechanizmem decydujacym o biologicznej funkcji ame-
logeniny jest molekularny proces alternatywnego skta-
dania macierzystego transkryptu mRNA (3). W jego wy-
niku generowane sa fragmenty LRAP (leucine-rich ame-
logenin peptide), ktorym przypisuje si¢ rolg czastek re-
gulatorowych niezbgdnych w procesie wzrostu kos$ci
i chrzastek. Gléwne miejsce akceptorowe alternatywne-
go sktadania mRNA zidentyfikowano u bydta w obrebie
eksonu 6 (2, 3). Jest to region szczeg6lnie wazny w ewolu-
cji ssakow oraz w badaniach zwiazku miedzy struktura
a funkc;q genu. Centralny rejon sekwencji tego eksonu
uwaza sig¢ za tzw. gorace miejsce mutacji w amelogeni-
nie ssakow (3, 16). Wyniki analiz ewolucyjnych wska-
Zuja, ze przypuszczalnie powstat on w wyniku serii nie-
zaleznych insercji lub delecji nukleotydowych, co w czas-
teczce biatka manifestuje si¢ obecnoscia tandemowo uto-
zonych tréjpeptydow: Pro-X-Glu lub Pro-X-X (2, 3, 15).
Ze wzgledu na wspomniany charakter polimorfizmu,
bedacy analogia do polimorfizmu mikrosatelitow DNA,
najskuteczniejsza technika prowadzenia analiz przesie-
wowych pod katem rejestrowania ewentualnych mutacji
w tym regionie genu jest analiza wielkosci fragmentow
DNA.

Celem niniejszych badan byto poszukiwanie insercji
i delecji w eksonie 6 genu AMEL-X u bydta.

Materiat i metody

Badaniami objgto 653 kariotypowo normalnych krow (XX)
i buhajow (XY) réznych ras z krajowej hodowli. Materiat zen-
ski obejmowat bydto rasy polskiej czerwonej (150 krow) 1 byd-
fo biatogrzbiete (72 krowy) objete krajowym programem ochro-
ny zasobdw genetycznych oraz krowy rasy czerwono-bialej
(72 szt.) 1 czarno-biatej (69 szt.) — z udziatem genow bydta hf,
utrzymywane w roznych osrodkach hodowlanych. W grupie
osobnikéw meskich analizami objeto 269 buhajow utrzymy-
wanych w zaktadach unasienniania (buhaje rasy czarno-bialej
z r6znym udziatlem genéw bydta rasy hf — 125 szt., polskie
czerwone — 12 szt., czystorasowe hf — 67 szt., czerwono-biate
— 30 szt., simental — 27 szt. oraz buhaje roznych ras migsnych
—7 szt.). W grupie mtodych samcéw badaniom poddano 6 zwie-
rzat biatogrzbietych ze stada Akademii Rolniczej w Uhrusku
(woj. lubelskie) objetego krajowym programem ochrony zaso-
bow genetycznych bydta oraz 15 buhajkow rasy polskiej czer-
wonej zakupionych w Stacji Badawczej Rolnictwa Ekologicz-
nego i Hodowli Zachowawczej PAN w Popielnie (zwierzegta
te utrzymywano w Zakladzie Doswiadczalnym IGiHZ PAN
w Jezewicach jako materiat doswiadczalny w badaniach pro-
jektu PBZ-KBN 113/P06/2005/01).

Genomowy DNA ekstrahowano z probek peinej krwi wy-
korzystujac zestaw Wizard® Genomic DNA Purification Kit
(Promega). Uzyskane probki rozcienczano w 50 pl roztworu
rehydrujacego (10 mM Tris-HCI (pH 7,4), 1 mM EDTA (pH
8,0)) 1 wykorzystywano do analiz bezposrednio po ekstrakcji
badz po dluzszym okresie przechowywania w temperaturze 4°C.
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Reakcje PCR przeprowadzano w termocyklerze GeneAmp
PCR System 9600 (Applied Biosystems) z wykorzystaniem
starterow o sekwencjach podanych przez Ennis i Galagher (5)
1 wedlug parametrow podanych przez Lubieniecka i wsp. (12).
Mieszanina reakcyjna miata objetosé 10 pl, a w jej sktad wcho-
dzito: 0,2 mM kazdego z nukleotydow (dATP, dGTP, dCTP,
dTTP), 10 x PCR bufor (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH
8,3, 1,5 mM MgCl,), 1 jednostka polimerazy AmpliTaqGold™
(Applied Biosystems), 5-20 ng genomowego DNA oraz 0,05-
-0,18 uM starteréw. Produkty PCR rozcienczano sterylna woda
w stosunku 1 : 2. 0,5 pl rozcienczonego produktu PCR miesza-
no z 2,0 pl mieszaniny sktadajacej si¢ z dejonizowanego for-
mamidu, wewngtrznego standardu wielkosci (GeneScan-500
znakowanego barwnikiem ROX) oraz buforu obciazajacego
w stosunku 29 : 6 : 5. Tak przygotowane probki denaturowano
w 95°C przez 3-5 minut, po czym naktadano na 5% zel poli-
akryloamidowy (6 M mocznik, roztwor poliakryloamidowy
Long Ranger® o stosunku akrylamidu do bisakrylamidu

9 : 1). Rozdziat elektroforetyczny produktow PCR prowa-
dzono przy uzyciu automatycznego sekwenatora DNA ABI
PRISM 377 (Applied Biosystems). Elektroforeze przeprowa-
dzano przez 2,5 godziny w temperaturze 51°C przy napigciu
3000 V, natezeniu 60 mA, mocy 200 W i mocy lasera 40 mW.
Dane zbierano przy uzyciu programu Data Collection v2.11.
Analizg wielkosci fragmentow DNA przeprowadzono z wy-
korzystaniem programu GeneScan Analysis v3.1 (Applied Bio-
systems).

Wyniki i oméwienie

Wykorzystywane w badaniach startery reakcji PCR
flankowaty region sekwencji (ok. 300 pz), w obrebie kto-
rego znajduje si¢ w kopii bydlgcego genu AMEL-Y cha-
rakterystyczna delecja 63 pz (GenBank, numer dostgpu
Q99004). Dlatego graficzny wynik seksowania przybie-
rat form¢ odmienna dla ptci homogametycznej (XX)
1 heterogametycznej (XY). Typowy obraz amplifikowa-
nych fragmentow dla osobnikow o kariotypie XX oraz
XY przedstawiono na rycinie la, 1b. Dla kopii genu
AMEL-X amplifikowany byt specyficzny produkt PCR
o wielkosci 278 pz, a dla kopiit AMEL-Y produkt o wiel-
kos$ci 215 pz. Zatem jednoczesne wystapienie w analizo-
wanej probee sygnatow detekeji dla dwoch produktow
rozniacych si¢ wielkoscia (278 pz 1 215 pz) oznacza, ze
pochodzi ona od osobnika mgskiego (XY), natomiast
obecnos$¢ pojedynczego sygnatu dla produktu o wielko$-
ci 278 pz (w istocie sa to dwa naktadajace si¢ na siebie
produkty PCR o identycznej wielkos$ci) oznacza, ze prob-
ka pochodzi od osobnika pici zenskiej. Taka wyktadnia
wynika z istoty podstawowego, molekularnego testu sek-
sowania probek biologicznych bydta, wprowadzonego do
praktyki hodowlano-weterynaryjnej w potowie lat 90. (5).

Opisany powyzej, typowy obraz wynikow seksowa-
nia stwierdzono u osobnikow zenskich i meskich wszyst-
kich ras, z wyjatkiem bydta rasy polskiej czerwonej. U 24
krow rasy polskiej czerwonej, obok sygnatu detekcji dla
produktu PCR o wielkos$ci 278 pz, wystepowat silny spe-
cyficzny sygnatl dla produktu o wielkos$ci zmniejszonej
0 9 pz (ryc. 1c). Podobna sytuacj¢ zanotowano w przy-
padku analizy DNA od dwoch buhajkéw rasy polskiej
czerwonej, u ktorych obok sygnatu detekcji dla produk-
tu typowego dla kopii AMEL-Y (215 pz) ujawniat si¢
sygnat specyficzny dla kopii AMEL-X, ale o wielkosci
zmniejszonej o 9 pz (ryc. 1d). Takich przypadkow do-
tychczas nie notowano w badaniach sekwencji bydlece-
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biega od typowego dla zwierzat nor-
malnych. Tak wlasnie jest w przy-
padku krow pc o genotypie normal-
nym 278/278 i osobnikoéw heterozy-

gotycznych 278/269. W analizowa-
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Ryec. 1. Obraz sygnalu detekcji produktu PCR genu amelogeniny po elektroforezie
w zelu poliakryloamidowym na sekwenatorze ABI Prism 377 uzyskany dla: a) osob-
nika zenskiego o genotypie 278/278, b) osobnika meskiego o genotypie 215/278,
¢) osobnika zenskiego o genotypie 269/278, d) osobnika meskiego o genotypie 215/269

go genu AMEL. Wynik ten wskazuje, ze w obrgbie am-
plifikowanego fragmentu genu AMEL, w kopii umiej-
scowionej w chromosomie X wystgpuje polimorfizm sek-
wencji, a jego molekularnym podlozem jest delecja nu-
kleotydowa 9 pz. Nowo zidentyfikowany wariant sekwen-
cji oznaczono jako AMEL-X(269). Poniewaz jego obec-
nos$¢ stwierdzono tylko u bydta rasy polskiej czerwonej,
moze to wskazywac iz jest to marker charakterystyczny
dla tej rasy. Wybrana stawka bydta rasy polskiej czerwo-
nej jest w Polsce utrzymywana w hodowli zachowaw-
czej (14), co jest fragmentem realizowanego pod aus-
picjami FAO, $wiatowego programu ochrony zasobow
genetycznych zwierzat (Project MoDAD, http://
www.fao.org/dad-is). Na tle pordwnan z innymi rasami
hodowanymi w Europie, bydto polskie czerwone cha-
rakteryzuje si¢ wysoka zmienno$cia genetyczna. Topo-
logia drzewa filogenetycznego, oparta na warto$ciach ge-
netycznego dystansu D, uzyskanych z analiz polimor-
fizmu mikrosatelitow DNA dowodzi, ze 80% osobnikow
objetych programem hodowli zachowawczej tworzy ge-
netycznie odrgbna, unikalna grupe rasowa (9). Uwaza
si¢, ze bydlo rasy polskiej czerwonej pochodzi od tura
malego brachycerycznego, tzw. bos taurus brachyceros

a polska hodowla tego bydta reprezentuje najstarsza ho-
dowlg zarodowa w Europie, prowadzona w sposob ciag-
ty od roku 1893 (17). Jest prawdopodobne, ze w puli
genowej wspotczesnej populacji mogly zachowac si¢ uni-
kalne warianty gendw, takie jak nowo zidentyfikowany
wariant AMEL-X(269), ktore w wyniku ostrej selekcji
na cechy produkcyjne zostaly juz wyeliminowane z po-
pulacji innych ras bydta. Jednoczesnie zwraca uwage
fakt, ze wariant AMEL-X(269) wystapit
u krow rasy polskiej czerwonej tylko w for-

zidentyfikowano zadnego osobnika
o genotypie homozygotycznym
wzgledem wariantu AMEL-X(269).
Nie daje to jednak podstaw do wnios-
kowania na temat ewentualnej funk-
cjonalnej natury nowo wykrytego
wariantu AMEL-X(269). W tabeli 1 podano frekwencje
alleli AMEL-X(278) i AMEL-X(269), a takze wartos$ci
odnoszace si¢ do frekwencji obserwowanych i spodzie-
wanych genotypow. Odchylenia te nie odbiegaja statys-
tycznie istotnie (chi* = 1,16) od wartosci wynikajacych
z formuty matematycznej Hardy’ego-Weinberga. Daje to
podstawe do stwierdzenia, ze badana stawka krow pc
znajduje si¢ w stanie rownowagi genetycznej. Przy frek-
wengcji allelu AMEL-X(269) = 0,08 (tab. 1), mozna by
oczekiwaé wystapienia co najwyzej jednego genotypu ho-
mozygotycznego 269/269 (wartos¢ oczekiwana = 0,96).
Nalezy jednak zauwazy¢ zZe analizowana stawka krow
pz nie odpowiada kryteriom populacji Mendlowskiej. Jest
bowiem nieliczna, kojarzenia nie s losowe, a sama staw-
ke wybrano do hodowli zachowawczej nie jako probe
losowa populacji, lecz skompletowano na podstawie cech
eksterieru arbitralnie uznanego za typowy dla rasy. Brak
homozygotycznego genotypu 269/269 w tym materiale
moze by¢ wigc przypadkowy. Z kolei w licznej grupie
buhajoéw reprodukcyjnych réznych ras z krajowych
SHiUZ (a wigc u osobnikéw podlegajacych stalemu nad-
zorowi weterynaryjnemu i weryfikowanych pod wzgle-
dem przydatnosci do hodowli), wszystkie osobniki po-
siadaly w genomie jedynie typowy wariant amelogeniny
AMEL-X(278). Biorac pod uwage identyczna funkcje
amelogeniny u réznych gatunkow ssakow, a zwlaszcza
fakt, iz r6zne mutacje w ludzkim genie AMEL-X prowa-
dzi¢ moga do istotnych dziedzicznych anomalii Al, celo-
we byloby zweryfikowanie, czy i w jakim zakresie byd-
lgce biatko amelogenina bedaca produktem nowo wy-
krytego wariantu genu AMEL-X(269) ma sekwencj¢ ami-

Tab. 1. Frekwencja alleli i genotypow genu AMEL-X w badanej grupie krow

mie heterozygotycznej, co jest zbiezne zmo- rasy polskiej czerwonej

delem dziedziczenia rozmaitych funkcjonal- _ _

nych anomalii u bydla. Ogromna wigkszos¢ | Krowy pe | Frekwencia alleli Frekwencja Genotypy
dziedzicznych anomalii u bydfa to cechy () 218 269 genolypow | 278/278 | 278/269 | 269/269
recesywne, ujawniajace si¢ w genotypach 50 0020 080 Obserwowana | 0,840 0,160 0,000
homozygotycznych. Stan ten sprawia, ze fe- ’ ’ Oczekiwana | 0,846 | 0,147 | 0,006
notyp heterozygot (nosicieli mutacji) nie od-
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nokwasowa 1 metaboliczne wlasciwosci analogiczne do
typowego wariantu AMEL-X(278). Wydaje sig, ze wcze-
sne prewencyjne rozpoznanie funkcjonalnej natury tej
mutacji bytoby konieczne m.in. ze wzgledu na wspom-
niane juz zagrozenia wynikajace z recesywnosci rozma-
itych mutacji genowych. Wydaje sig, ze byloby to wska-
zo6wka pomocna przy wilasciwym ukierunkowywaniu
programu selekcji i ochronie zasobéw genetycznych byd-
ta rasy polskiej czerwone;.

Gibson i wsp. (7) przypuszczaja, ze biatko specyficz-
ne dla kopii AMEL-Y ma funkcj¢ nieco odmienng od
kopii AMEL-X, konieczna tylko dla formowania szkli-
wa zgbowego u samcow. Jesli zatem u osobnikow plei
homogametycznej jeden z genow AMEL-X ulega inak-
tywacji (co bytoby zgodne z normalnym procesem kom-
pensowania dawki genow w genotypach XX i XY),
a obydwa loci sa aktywne u samcow, taka charaktery-
styczna cecha wyrdzniataby geny amelogeniny od innych
loci zlokalizowanych na chromosomach ptci.

Rozpoznane dotychczas defekty genetyczne u ludzi
odpowiedzialne za wystgpowanie anomalii amelogene-
sis imperfecta, zwiazane sa z mutacjami wtasnie w kopii
genu AMEL-X. Sposrod 12 opisanych dotychczas pos-
taci tej wady dziedzicznej, tylko w przypadku trzech przy-
czyna sa podstawienia aminokwasOw w czasteczce ame-
logeniny. Pozostale przypadki amelogenesis imper-
Jecta sg nastgpstwem delecji nukleotydowych w sekwen-
cji kopii genu AMEL-X, ktore prowadza do zmiany ramki
odczytu podczas translacp biatka (10). Poniewaz przy-
padek delecji w kodujacej sekwencji genu zachodzi
w przypadku nowo wykrytego bydlgcego wariantu
AMEL-X(269), celowe byloby zweryfikowanie poten-
cjalnych skutkow jego obecnosci w genomie.

U zZadnego z gatunkéw zwierzat gospodarskich nie
opisano dotad wady dziedzicznej etiologicznie podobnej
do ludzkich hypoplazji lub wadliwie zmineralizowanego
szkliwa zebowego. Nie ma jednak informacji iz obser-
wacje z tego zakresu kiedykolwiek prowadzono, gdyz
stomatologii weterynaryjnej nie wydzielano jako odreb-
nego dziatu praktyki kliniczne;.

Z porownania sekwencji genu AMEL u gatunkow re-
prezentujacych gldwne linie ssakow (3) wynika, Zze nowo
wykryta delecja 9 pz w bydlecej kopit AMEL-X jest przy-
puszczalnie zlokalizowana w poblizu akceptorowego
miejsca alternatywnego sktadania (tzw. splicingu) pier-
wotnego transkryptu mRNA. Splicing eksonu 6 dokonu-
je sig poprzez intracksonowe przecigcie miejsca akcep-
torowego. Jest ono identyfikowane jako sygnat splicin-
gu, poniewaz wystepuje na granicy intron/ekson. Glow-
ne miejsce splicingu zlokalizowane JCSt w rejonie 3’ eks-
onu 6. U myszy, szczura, bydia i §wini taki wewnatrz
eksonowy splicing powoduje utworzenie fragmentu
LRAP (leucine-rich amelogenin peptide) istotnego w pro-
cesie regulowania wzrostu kos$ci i chrzastek (3). Central-
ny hydrofobowy region czasteczki bydlgcej amelogeni-
ny, analizowany w nlme] szej pracy, odpowiadajacy
w przewazajacej czgsci nukleotydowej sekwencji ekso-
nu 6, wykazuje u wszystkich gatunkéw konserwatyw-
nos¢ pod wzgledem wysokle] zawartosci proliny i gluta-
miny. Wskazuje to, Zze obecnos¢ tych aminokwasow
W czasteczce ma istotne znaczenie dla funkcji biatka. Z ko-
lei konserwatywnos¢ niektorych pozycji nukleotydowych

w genie amelogeniny u wszystkich ssakow, zwlaszcza
Ww rejonie poprzedzajacym wspomniane miejsce alterna-
tywnego sktadania mRNA sugeruje, Zze zachodzace tu mu-
tacje moga mie¢ znaczenie dla funkcji biatka i przez to
moga oddzialywac na zdolno$ci przystosowawcze okres-
lonych genotypow.

Obok potencjalnego, funkcjonalnego znaczenia wystg-
powania wariantu AMEL-X(269) w genomie bydta, jego
zidentyfikowanie ma wymierne praktyczne znaczenie dla
biezacych badan diagnostycznych opartych na analizie
DNA. Wyniki prezentowane w niniejszym artykule do-
wodza, ze seksowanie probek biologicznych bydta na
podstawie polimorfizmu genu AMEL jest bardziej zto-
zone niz sadzono, gdyz specyficzne produkty PCR moga
by¢ mylnie uznawane za artefakty. W szczegdlnosci nie-
trafna okazuje si¢ dotychczas przyjmowana wyktadnia
wynikow seksowania, ktora zaktada, ze pte¢ homogame-
tyczna bydta (XX) zawsze manifestuje si¢ fenotypem ho-
mozygotycznym (jeden sygnat detekcji dla produktu PCR
o wielkosci 278 pz). Tymczasem obecnos$¢ w puli geno-
wej populacp nowo wykrytego wariantu AMEL-X(269)
sprawia, ze wsrod karlotypowo normalnych osobnikow
zenskich moga wystepowac az trzy kombinacje wielkos-
ci amplifikowanych fragmentéw PCR: 278/278,278/269
1269/269, a wsrdd osobnikow meskich moga wystepo-
wac dwa genotypy: 278/215 1 269/215.
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