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W przeprowadzonych badaniach podjeto probe charakterystyki struktury genetycznej pol-
skiej owcy gorskiej odmiany barwnej na podstawie sekwencji mikrosatelitarnych DNA.
Do analizy wykorzystano 15 markerow zalecanych przez FAO do oceny bioréznorodnosci
owiec: DYMSI, INRA063, ILSTS28, OarAE129, OarFCB20, OarFCB226, OarFCB304,
OarHH47, OarJMP29, OarJMP58, OarVH72, MAF65, MAF214, MCM527, SRCRSP5.
U polskiej owcy gorskiej odmiany barwnej zidentyfikowano 129 alleli w 15 loci. Srednia
liczba alleli obserwowanych dla rasy wynosila 8,6, a efektywnych 5,28. Srednia heterozy-
gotyczno$é obserwowana i oczekiwana osiggneta wysokie wartosci, ktore wynosity odpo-
wiednio 0,709 i 0,795. Wyliczony wspotczynnik inbredu wynosit 0,108. Uzyskane wyniki
wskazujq na stosunkowo duze zréznicowanie genetyczne badanej populacji. Wykorzystu-
Jgc narzedzie, jakim sq markery mikrosatelitarne, mozna porownywacé poziom zmiennosci
rodzimych ras owiec i monitorowa¢ zmiany zachodzgce w tych niewielkich populacjach.

Produkcja owczarska w Polsce charakteryzuje si¢ ogromng réznorodnoscig na
tle innych krajow europejskich. Obecnie uzytkowanych jest ponad trzydziesci ras
owiec 1 innych grup genetycznych, takich jak linie hodowlane i mieszance plen-
ne. Zmiany zachodzace w skutek pracy hodowlanej stwarzajg niebezpieczenstwo
ograniczenia tej réoznorodno$ci. Coraz wigkszego znaczenia nabieraja zatem bada-
nia struktury genetycznej tego gatunku sluzace monitorowaniu zmian zachodza-
cych w populacjach. Wiele o$rodkéw naukowych na $wiecie wykorzystuje w tym
celu markery mikrosatelitarne, szczegolnie do szacowania zmienno$ci genetycznej
rodzimych ras owiec, czgsto zagrozonych wyginigciem (Oliveira i in., 2003; Pai-
va i in., 2005; Bozzi in., 2009). Dziatania takie przewidziane sg rowniez w ramach
Swiatowego Planu dziatan na rzecz Zasoboéw Genetycznych Zwierzat (Global Plan
of Action). W programie MoDAD (Measurement of Domestic Animal Diversity —
Analiza Réznorodnosci Biologicznej Zwierzat Gospodarskich) zaproponowano ze-
staw markerow przydatnych do badan struktury genetycznej zwierzat gospodarskich
(FAO, 2004). Na podstawie frekwencji alleli w loci mikrosatelitarnych szacuje si¢
zmienno$¢ genetyczna.

* Praca wykonana w ramach dziatalnosci statutowej 1Z-PIB, Temat 1333.1.
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W badaniach przeprowadzonych w Instytucie Zootechniki PIB podjeto probe cha-
rakterystyki struktury genetycznej barwnej owcy gorskiej na podstawie sekwencji
mikrosatelitarnych DNA.

Material i metody

Badania przeprowadzono na 96 maciorkach polskiej owcy gorskiej odmiany bar-
wnej. Zwierzgta pochodzity z dwoch najwiekszych stad biorgcych udziat w progra-
mie ochrony zasobow genetycznych, zlokalizowanych na terenie powiatu nowotar-
skiego.

Izolacje DNA z krwi przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu do izolacji
genomowego DNA Wizard® Genomic DNA Purification Kit. Do analizy polimor-
fizmu sekwencji mikrosatelitarnych DNA wykorzystano 15 markeréw zalecanych
przez FAO do oceny biordéznorodnosci owiec (FAO, 2004): DYMSI, INRAOG3,
ILSTS28, OarAE129, OarFCB20, OarFCB226, OarFCB304, OarHH47, OarJMP29,
OarJMP58, OarVH72, MAF65, MAF214, MCM527, SRCRSPS.

Do kazdego markera mikrosatelitarnego dobrano sekwencje starterowe wyznako-
wane znacznikami fluorescencyjnymi typu ,,well red”. Sekwencje starterowe pozy-
skano z internetowej bazy danych (http://www.projects.roslin.ac.uk/sheepmap). Am-
plifikacj¢ wyizolowanego DNA przeprowadzono w trzech reakcjach typu multiplex.
Pierwszy zestaw reakcyjny zawierat startery dla fragmentoéw mikrosatelitarnych: Oa-
rJMP29, OarJMP58, OarFCB226, INRA063, OarVH?72; drugi: OarHH47, DYMSI,
SRCRSPS5, ILSTS28; trzeci: MAF65, OarFCB20, OarFCB304, OarAE129, MAF214,
MCM527. Reakeje dla pojedynczej probki DNA przeprowadzono w objetosci 10 pl.
Mieszanina reakcyjna zawierata: 100 ng DNA, 1,2 ul 25 mM MgCl,, 0,4 ul 10mM
dNTP, 1 ul buforu (10x%), 0,2-0,9 10mM primerdéw i 2 U polimerazy AmplitaqGold.
Amplifikacje¢ dla wybranych sekwencji mikrosatelitarnych przeprowadzono w naste-
pujacych warunkach: wstgpna denaturacja 95°C —10 min, 31 cykli: 94°C—30s, 55°C —
30 s, 72°C — 1 min, wydtuzanie: 72°C — 5 min. Produkty PCR poddano rozdziatowi
w sekwenatorze kapilarnym Beckman Coulter CEQ8000. Wielko$¢ analizowanych
fragmentéw mikrosatelitarnych okre§lono w parach zasad, a uzyskane dane stano-
wily podstawe do przeprowadzenia analiz statystycznych. Analizy przeprowadzono
przy pomocy programu komputerowego POPGENE 3.2 (www.ualberta.ca/~fyeh/).
Na podstawie czestosci alleli obliczono parametry zmiennos$ci genetycznej: heterozy-
gotyczno$¢ obserwowang (Ho) 1 oczekiwang (He), liczbe alleli obserwowanych (No)
i efektywnych (Ne) dla poszczegdlnych loci, indeks stopnia polimorfizmu (PIC) oraz
wspOtczynnik inbredu (F ).

Wyniki

U polskiej owcey gorskiej odmiany barwnej zidentyfikowano 129 alleli w 15 loci.
Wszystkie badane sekwencje mikrosatelitarne byty polimorficzne. Najwieksza liczba
alleli (12) o dlugosci od 126 do 154 pz charakteryzowat si¢ locus OarHH47, w kto-
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rym z najwyzsza frekwencja (0,297) wystepowat allel o dtugosci 142 pz. Najmniejsza
liczbe alleli zidentyfikowano w locus SRCRSPS (tylko 4), gdzie z najwyzsza frekwen-
cja (0,495) wystepowat allel o dlugosci 156 pz (tab. 1). Heterozygotyczno$é obser-
wowana dla poszczegolnych loci przyjmowata wartosci od 0,4 do 0,9. Wartosci PIC
wahaty si¢ od 0,608 do 0,870 (tab. 2). Wspotczynnik inbredu F ¢ przyjmowat wartosci
od -0,1 (MAF 214) do 0,421 (OarAE129).

Tabela 1. Frekwencja alleli w badanych loci
Table 1. Allele frequencies at microsatellite loci
OarHH47 OarJMP29 DYMS1 OarJMP58 OarFCB20
Allel Frekw. Allel Frekw. | Allel | Frekw. Allel Frekw. | Allel | Frekw.
Allele Freq. Allele Freq. Allele Freq. Allele Freq. | Allele | Freq.

126 0,104 126 0,005 161 0,115 141 0,031 93 0,219
128 0,104 128 0,099 171 0,088 143 0,223 95 0,239
132 0,005 134 0,094 175 0,068 153 0,130 97 0,229
134 0,172 136 0,369 177 0,193 155 0,187 99 0,057
136 0,026 138 0,088 179 0,021 157 0,088 101 0,016
140 0,109 140 0,151 181 0,073 159 0,078 105 0,047
142 0,297 142 0,016 183 0,104 161 0,010 107 0,052
144 0,031 144 0,052 189 0,172 165 0,151 109 0,052
146 0,047 146 0,094 191 0,094 167 0,088 111 0,016
148 0,083 148 0,01 195 0,073 169 0,005 118 0,052
150 0,016 154 0,021

154 0,005

MCMS527 ILSTS28 INRA063 OarFCB226 MAF214

Allel Frekw. Allel Frekw. | Allel | Frekw. Allel Frekw. | Allel |Frekw.
Allele Freq. Allele Freq. Allele Freq. Allele Freq. | Allele | Freq.

162 0,031 131 0,042 159 0,297 121 0,297 186 0,015
164 0,104 151 0,031 161 0,115 137 0,255 192 0,349
166 0,156 153 0,215 163 0,021 141 0,047 194 0,338
168 0,182 159 0,135 165 0,281 145 0,146 228 0,062
170 0,115 161 0,042 167 0,083 149 0,068 234 0,068
172 0,088 165 0,223 171 0,109 153 0,021 238 0,021
174 0,083 167 0,271 173 0,052 157 0,078 264 0,125
178 0,117 169 0,031 175 0,016 159 0,052 268 0,021
180 0,068 173 0,005 177 0,026 165 0,360

182 0,057

OarVH72 OarFCB304 MAF65 OarAE129 SRCRSP5

Allel Frekw. Allel Frekw. | Allel | Frekw. Allel Frekw. | Allel | Frekw.
Allele Freq. Allele Freq. Allele Freq. Allele Freq. | Allele | Freq.
107 0,052 162 0,047 126 0,036 137 0,047 150 0,078

109 0,151 164 0,239 128 0,146 139 0,033 152 0,208
111 0,219 170 0,517 130 0,182 147 0,042 156 0,495
115 0,177 174 0,042 132 0,333 149 0,375 158 0,219

119 0,073 178 0,031 134 0,234 151 0,197
121 0,151 184 0,099 136 0,042

123 0,151 186 0,026 138 0,026

133 0,026




24 A. Kawecka i K. Piorkowska

Tabela 2. Obserwowana liczba alleli (No), efektywna liczba alleli (Ne), heterozygotycznosé
obserwowana (Ho) i oczekiwana (He), indeks stopnia polimorfizmu (PIC) i wartos¢ F ¢ dla badanych
loci 1 $rednia dla rasy
Table 2. Observed number of alleles (No), effective number of alleles (Ne), observed (Ho) and expected
heterozygosity (He), polymorphic information content (PIC), and F ¢ value at the loci and mean for

breed

Locus No Ne Ho He PIC Fg
DYMSI 10 8,13 0,906 0,882 0,865 —-0,033
INRAO063 9 4,91 0,479 0,801 0,770 0,398
ILSTS28 9 5,12 0,739 0,809 0,778 0,081
OarAE129 5 3,35 0,406 0,705 0,647 0,421
OarFCB20 10 5,73 0,635 0,829 0,807 0,230
OarFCB226 9 5,21 0,760 0,812 0,779 0,059
OarFCB304 7 2,95 0,656 0,665 0,621 0,008
OarHH47 12 6,15 0,865 0,842 0,821 —-0,032

OarJMP29 11 5,04 0,729 0,806 0,783 0,09
OarJMP58 10 6,65 0,760 0,854 0,832 0,105
OarVH72 8 6,39 0,750 0,848 0,824 0,111
MAF65 7 4,46 0,635 0,779 0,737 0,181
MAF214 8 3,82 0,812 0,742 0,698 -0,100
MCMS527 10 8,45 0,895 0,886 0,870 -0,016
SRCRSP5 4 2,92 0,615 0,661 0,608 0,066
8,6 5,28 0,709 0,795 0,763 0,108

Srednia liczba alleli obserwowanych dla rasy wynosita 8,6, a efektywnych 5,28.
Srednia heterozygotyczno$é obserwowana i oczekiwana osiagneta wysokie wartosci,
ktore wynosity odpowiednio Ho = 0,709 i He = 0,795. Wyliczony wspotczynnik in-
bredu wynosit 0,108.

Oméwienie wynikow

Trzynascie rodzimych ras owiec objeto w Polsce programem ochrony zasobow
genetycznych, poniewaz uznano je za zagrozone wyginigciem. Naleza do nich wspo-
mniana juz barwna owca gorska, korideil, owca kamieniecka, olkuska, pomorska, uh-
ruska, wielkopolska, zelaznieniska, $winiarka, wrzoséwka, merynos barwny, merynos
polski w starym typie i cakiel podhalanski.

Barwna owca gorska jest rodzima odmiang starej, prymitywnej i licznej grupy
rasowej cakiel, wystepujacej od wiekdw na terenie polskich Karpat. Ceniono jg szcze-
golnie ze wzgledu na kolorowa, ciemng welne i skory, ktore wykorzystywano do
produkcji strojéw regionalnych i elementéw dekoracyjnych. Owce te sg doskonale
przystosowane do surowych warunkéw klimatycznych, odporne na choroby, maja
niewielkie wymagania paszowe i silnie rozwinigty instynkt stadny. Uzytkowane sa
w kierunku wehisto-mlecznym. Obecnie populacja barwnych owiec gorskich liczy
okoto 600 osobnikdw.
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Na podstawie analizy markerow mikrosatelitarnych podejmowano proby oceny
struktury genetycznej rodzimej rasy wrzosowki (Radko i in., 2006) i merynosa bar-
wnego (Rychlik i in., 2007). Wsrod 57 europejskich ras owiec, ktorych strukture ge-
netyczng analizowali Peter i in. (2007), znalazty si¢ takie polskie rodzime rasy jak
wrzosowka, owca kamieniecka, pomorska, zelaznieniska oraz polska owca gorska.
Badania te stanowig cze$¢ wigkszego projektu ECONOGENE (http://www.econoge-
ne.eu), finansowanego przez Uni¢ Europejska, ktorego celem byto poglebienie istnie-
jacej wiedzy na temat bioréznorodnosci owiec i koz Europy i Srodkowego Wschodu,
przy pomocy technik biologii molekularnej, z uwzglednieniem socjo-ekonomicznych
warunkow w regionach ich wystepowania.

Zastosowane w badaniach wtasnych sekwencje mikrosatelitarne charakteryzowa-
ty si¢ wysokim polimorfizmem. Indeks stopnia polimorfizmu (PIC) dla wszystkich
loci przekraczat 0,76. Wskazuje to na przydatno$¢ zastosowanych markeréw w ba-
daniach struktury genetycznej owiec. Srednia liczba alleli dla barwnej owcy gorskiej
wynosita 8,6. Peter (2005) uzyskata dla polskiej owcy gorskiej podobng liczbe alleli
(8,42). Pozostate polskie lokalne rasy wymienione przez autorke charakteryzowaty
sie nizszymi wartosciami: No = 7,6 dla owcy pomorskiej i kamienieckiej, 6,84 dla
wrzosowki i1 6,16 dla owcy Zelaznienskiej. W badaniach Rychlika i in. (2007) $rednia
liczba alleli dla najmniej licznej rasy rodzimej — barwnego merynosa, byla znacznie
wyzsza 1 wynosila 9,4. Liczba alleli w populacjach cakla wystepujacych na terenie
Rumunii (Ruda), Albanii (Ruda, Bardhoke), Turcji (Sakiz, Gokceada) i Serbii (Pra-
menka) wahata si¢ od 5,9 do 7,8, a u bulgarskiej rasy Martiza wyniosta 8,6 (Kusza
1 in., 2008). Dalvit i in. (2008) badajac genetyczna strukture o$§miu alpejskich ras
owiec zaobserwowali od 7,4 (Tiroler Bergschaf) do 9 alleli (Biellese). Pomimo wyso-
kiej liczby obserwowanych alleli u owcy barwnej, liczba efektywnych alleli byta duzo
nizsza w poszczeg6lnych loci. Niska liczbe alleli efektywnych u merynosa barwnego
(Ne = 4,2) stwierdzit réwniez we wspomnianej juz pracy Rychlik i in. (2007).

W badaniach wtasnych uzyskano wysokie warto$ci heterozygotyczno$ci obserwo-
wanej (Ho) i oczekiwanej (He), z wyjatkiem loci OarAE129 1 INRA063, gdzie Ho nie
przekroczyta 0,5. Srednia heterozygotyczno$é obserwowana u barwnej owcy gorskiej
wynosita 0,71. Zblizong warto$¢ Ho dla polskiej owcy gorskiej (0,7) uzyskata Peter
(2005). Inne polskie rodzime rasy w badaniach tej autorki charakteryzowaty si¢ row-
niez stosunkowo wysokimi warto$ciami Ho: 0,65 dla owcy pomorskiej i zelaznien-
skiej oraz 0,75 dla kamienieckiej. Barwna owca gorska charakteryzowala si¢ wyzsza
heterozygotycznos$cig niz wigkszos$¢ ras zaliczanych do grupy rasowej cakiel wyste-
pujacej na terenie Europy potudniowo-wschodniej. Heterozygotycznos$¢ obserwowa-
na dla r6znych odmian cakla zaobserwowana przez Kusza i in. (2008) byta znacznie
nizsza i wahata si¢ od 0,4 u owiec rasy Pramenka do 0,57 dla butgarskiej rasy Mar-
tiza. Wedhug Peter (2005) dla innych ras zaliczanych do grupy rasowej cakiel, Ho
wynosita 0,62 u greckiej owcy Skopelos do 0,75 u albanskiej rasy Ruda. Zblizone
warto$ci heterozygotyczno$ci obserwowanej i oczekiwanej wskazuja na rownowage
w populacji owcy barwnej.

Uzyskane w pracy wyniki $wiadcza o duzej zmiennos$ci genetycznej rodzimej
rasy. Do podobnych wnioskéw doszli Rychlik i Krawczyk (2009), ktorzy analizowali
polimorfizm markeroéw klasy I u polskiej owcy gorskiej odmiany barwnej.
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Narastajace spokrewnienie osobnikow i1 wynikajacy stad inbred jest problemem
zardwno malych, zamknietych populacji, jak 1 wigkszych, poddanych intensywnej
selekcji. Wzrost inbredu jest przewaznie zjawiskiem niekorzystnym, moze powodo-
wac spadek zywotnosci, zdrowotnos$ci 1 uzytkowosci. W hodowli owiec najczesciej
powoduje on obnizenie masy cialta i tempa wzrostu jagniat, ptodnosci i plenno$ci ma-
ciorek. Miarg stopnia zinbredowania populacji jest wspotczynnik inbredu (F o), ktory
okresla proporcje heterozygotycznosci obserwowanej do oczekiwanej w populacji.
Wartoséci wspotczynnika inbredu stwierdzone dla wigkszosci europejskich ras owiec
wynosity od 0,07 do 0,2 (Peter, 2005; Dalvit i in., 2008). Znacznie wyzszy poziom
tego wskaznika dla kilkunastu populacji cygaja i cakla (F ; = 0,3) zaobserwowali Ku-
sza i in. (2008). Niskie prawdopodobienstwo inbredu (wartosci F <0) dla ukrain-
skich i rosyjskich ras owiec zaobserwowali natomiast Ozerov i in. (2004). Wyliczony
w badaniach wtasnych wspotczynnik inbredu przyjmowat stosunkowo niskg wartosc.
Z powodu ograniczonej liczebno$ci populacji barwnej owcy gorskiej nalezy zwracaé
w pracy hodowlanej szczegdlng uwage na wiasciwy dobodr trykow, z zachowaniem
rotacji mi¢dzy stadami, tak aby nie dopusci¢ do wzrostu zinbredowania.

Uzyskane wyniki pokazaly stosunkowo duze zrdéznicowanie genetyczne badanej
populacji barwnej owcy gorskiej. Jednak ze wzgledu na zagrozenie, jakie niesie za
sobg wzrost inbredu, szczegolnie w niewielkich populacjach rodzimych ras owiec,
wskazane jest okresowe monitorowanie tych zmian przy uzyciu markeréw mikrosa-
telitarnych.
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Zatwierdzono do druku 19 IV 2011

ALDONA KAWECKA, KATARZYNA PIORKOWSKA
Characteristics of the genetic structure of Polish Coloured Mountain sheep
SUMMARY

This study attempted to characterize the genetic structure of Polish Coloured Mountain sheep based
on microsatellite DNA sequences. Analysis was made using 15 markers recommended by FAO for
evaluation of biodiversity in sheep: DYMS1, INRA063, ILSTS28, OarAE129, OarFCB20, OarFCB226,
OarFCB304, OarHH47, OarJMP29, OarJMP58, OarVH72, MAF65, MAF214, MCM527, and SRCRSPS.
A total of 129 alleles at 15 loci were identified in Polish Coloured Mountain sheep. The mean number of
observed and effective alleles for the breed was 8.6 and 5.28, respectively. The mean observed and ex-
pected heterozygosity reached high values of 0.709 and 0.795, respectively. The coefficient of inbreeding
was 0.108. The results show relatively high genetic variation of the analysed population. Microsatellite
markers can be used as a tool to compare the level of variation in the native sheep breeds and to monitor
changes taking place in these small populations.

Key words: sheep, genetic structure, microsatellites



