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Badania przeprowadzono w latach 2009-2013 w stadach owiec welnisto-migsnych ras: me-
rynos polski (3 stada z woj. wielkopolskiego, 8 stad z woj. kujawsko-pomorskiego), merynos
polski starego typu (1 stado z woj. wielkopolskiego, S stad z woj. mazowieckiego, 8 stad z
woj. kujawsko-pomorskiego), corriedale (2 stada z woj. podlaskiego), owcy Zelaznienskiej (2
stada z woj. podlaskiego i 1 stado z woj. l6dzkiego) oraz stadach owiec migsnych ras: berri-
chonne du cher (1 stado z woj. wielkopolskiego), suffolk (2 stada z woj. wielkopolskiego) i
charolaise (2 stada z woj. wielkopolskiego). Ocenie poddano owce w wieku od 2 do 11 lat,
lacznie 1732 osobniki (1359 Q i 373 J). Wszystkie zwierzeta poddane byly identyfikacji geno-
typu pod wzgledem brazowego umaszczenia TYRP-1, w zaKkresie oceny wystepowania alleli
C i T. Podsumowujac stwierdzono, Ze rozklad alleli i genotypéw locus kodujacego brazowe
umaszczenie wyraznie odréznia owce o innym umaszczeniu glowy i nég od pozostalych ras
owiec miesnych i welnisto-miesnych umaszczonych bialo lub jasnokremowo. Kazda z ras
owiec wykazala natomiast specyficzny rozklad alleli i genotyp6ow, co moze by¢ dowodem na
ich odrebno$é genetyczna. Wydaje sie réwniez, Zze na podstawie czestoSci wystepowania tego
uwarunkowania u europejskich ras owiec, mozna spodziewac¢ si¢ innych droég ich pochodze-
nia w poréwnaniu do owiec hodowanych np. w Azji. Warto rowniez skonfrontowaé¢ wyniki
analizy frekwencji wystepowania uwarunkowan TYRP-1 z obiektywnymi pomiarami barwy
welny u owiec.

SEOWA KLUCZOWE: owce / TYRP-1 / rozklad alleli i genotypow

Badania dotyczace umaszczenia owiec prowadzono w Polsce na rasach o kolorowej
okrywie poréwnywanych z muflonem europejskim (Ovis aries musimon) [7]. W dobie
intensywnej produkcji wetny prace hodowlane zostaty sprowadzone do jej najbardziej po-
zadanego typu, czyli o barwie bialej lub jasnokremowej. W literaturze zagranicznej mozna
znalez¢ wiele opracowan badawczych z tego zakresu, opublikowanych przez genetykow
[1, 2, 6, 8]. Ich efektem byto znalezienie wielu miejsc w tancuchu DNA, warunkujacych
te ceche u owiec. Szczegodlnie interesujace sg prace dotyczace genu kodujacego brazowe

25



R. Niznikowski i wsp.

umaszczenie, na co zwrocili uwage Deng i wsp. [1], prowadzac obserwacje na owcach
charakteryzujacych si¢ ciemnym umaszczeniem w poréwnaniu do owiec o umaszczeniu
biatym. W cytowanej pracy oceniono frekwencj¢ wystepowania allelu brazowego umasz-
czenia TYRP-1 w pozycji 215. W zwiagzku z tym, postanowiono zbada¢ frekwencje alleli
locus TYRP-1 u wybranych ras krajowych [4] owiec welnisto-mi¢snych i mi¢snych, cha-
rakteryzujacych si¢ welng biala. Informacje uzyskane w niniejszej pracy beda pomocne w
opracowaniach dotyczacych pochodzenia owiec [3].

Material i metody

Badaniami prowadzonymi w latach 2009-2013 objeto stada owiec welnisto-migsnych ras:
merynos polski (3 stada z woj. wielkopolskiego, 8 stad z woj. kujawsko-pomorskiego), mery-
nos polski starego typu (1 stado z woj. wielkopolskiego, 5 stad z woj. mazowieckiego, 8 stad
z woj. kujawsko-pomorskiego), corriedale (2 stada z woj. podlaskiego), owcy zelaznienskiej
(2 stada z woj. podlaskiego i 1 stado z woj. 1d6dzkiego) oraz stada owiec migsnych ras: berri-
chonne du cher (1 stado z woj. wielkopolskiego); suffolk (2 stada z woj. wielkopolskiego) i
charolaise (2 stada z woj. wielkopolskiego). Ocenie poddano zwierz¢ta w wieku od 2 do 11
lat (tab. 1). Stada, w ktorych pobierano proby zostaly wybrane losowo. Od owiec pobierano
krew z zyty jarzmowej do proboéwek zawierajacych EDTA, w celu izolacji DNA na potrzeby
analiz molekularno-genetycznych. Prowadzono ocene frekwencji alleli i genotypow locus
kodujacego wystgpowanie brgzowego umaszczenia — TYRP-1 w pozycji 215 [1].

DNA izolowano z leukocytow krwi konserwowanej za pomoca EDTA. W celu otrzy-
mania wysokiej jakosci DNA, nadajacego si¢ po zamrozeniu i rozmrozeniu do wielokrot-
nego uzycia, krew zostata wstgpnie oczyszczona z powodujacych modyfikacje w DNA
zwigzkoéw hemu przez usunigcie produktow lizy erytrocytow. DNA bylo izolowane z leu-
kocytow metoda chromatografii na minikolumnach silikatowych firmy A&A Biotechno-
logy (Gdansk, Polska). Frakcja otrzymanego w ten sposéb DNA postuzyta jako matryca
do amplifikacji polimorficznego fragmentu genu. Genotypowanie alleli prowadzone byto
systemem KASPar®. System ten (www.kbioscience.co.uk) polega na stosowaniu metody
polimorfizmu punktowego SNP z zastosowaniem starterdéw wymienionych w tabeli 2.

Na podstawie odczytu genotypowanych prob DNA w obrgbie maciorek i trykéw przed-
stawione zostaly rozktady frekwencji alleli i genotypdéw. Powyzsze dziatanie stanowito
czynnos¢ przygotowawcza do nastgpnych etapow badan.

Do obliczen statystycznych wykorzystany zostat pakiet programu SPSS wersja 21.0
[10]. Za pomoca testu ¥* oceniono wplyw rasy oraz plci w obrebie rasy na frekwencje
wystgpowania alleli i genotypow. Okreslono réwniez dystanse genetyczne, stosujac me-
tode Nei’a, pomigdzy badanymi populacjami [9]. Wyniki przedstawiono w tabelach i na
dendrogramie.

Wyniki i dyskusja

Wyniki dotyczace rozktadu alleli genu TYRP-1 zestawiono w tabeli 3. Istotno$¢ sta-
tystyczna frekwencji ich wystepowania w zaleznosci od rasy okazata si¢ wysoka. Fre-
kwencja wystepowania allelu C znacznie przewyzszata frekwencje allelu T u wszystkich
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Tabela 1 — Table 1
Charakterystyka ilosciowa badanego materiatu doswiadczalnego w zaleznosci od rasy, ptci i roku

Characterization of the material tested according to breed, sex, and year

Pleé Liczba maciorek i trykow
Rasa Sex w poszczegdlnych latach
Breed Number of ewes and
? 3 rams in each year
Merynos polski 296 69 201040 ;6 &
Polish Merino 2011-109 9;10 &

201271 9:303
2013 -76 9;23 &

Merynos polski w starym typie 456 7 2009 -291 9; 12 3

Old-type Polish Merino 2010-50 ;18 &
2011-342; 118
201254 9:25 3

2013-272;68
Corriedale 135 11 2011-259;5¢8
Corriedale 2013-1102,6 &
Owea zelaznieniska 284 153 2010-47 9,62
Zelaznienska Sheep 2011-389;397

2012-452;2748
2013154 9;25 3

Berrichonne du cher 131 40 201014 ;6 3

Berrichon du Cher 2011-419;16 3
2012-24 ;63
2013-529;1248

Suffolk 37 19 2010-8 ¢

Suffolk 2011-17 ;83
2013-122;11J

Charolaise 20 9 2010-2 9

Charollais 2011—11 9;4 3
2013-79;548

Razem w obrebie plci 1359 373

Total within sex

Razem 1732

Total

Tabela 2 — Table 2
Startery oraz miejsca genotypowania SNP dla locus TYRP-1
Primers and SNP genotyping of the locus of TYRP-1

Startery 3’ do 5’

Locus Nazwa Startres3’ do 5’ SNP Lokalllzaci]a
Name Localization
(forward/reverse)
TYRP-1 gen warunkujacy GCTCCAGGCAGAATGAAATC/  AY737511.1:215 C>T* Ekson 2
bragzowe umaszezenie  GTGACCAGAGGGTTCTCACAG Exon 2

tyrosinase-related
protein 1 gene

*Deng i wsp. [1] — Deng et al. [1]
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ras. Najnizsze frekwencje allelu C stwierdzono u maciorek i trykow rasy suffolk oraz u
maciorek charolaise, natomiast najwyzsze u trykow charolaise, berrichonne du cher i cor-
riedale oraz u maciorek corriedale. Frekwencje allelu T uktadaty si¢ odwrotnie niz allelu
C. Natomiast uktad frekwencji alleli w zaleznosci od pici okazat si¢ istotny statystycznie
(P<0,05) tylko u ras charolaise i zelaznienskiej. U trykow rasy charolaise frekwencja allelu

Tabela 3 — Table 3
Frekwencja alleli locus TYRP-1 w zaleznosci od rasy i plci

Frequency of alleles of TYRP-1 locus according to breed and sex

Allel
Rasa Ple¢ Allele Ogotem
Breed Sex C T Total
Merynos polski Q n 427 165 592
Polish Merino % 72,1 27,9 100,0
a n 102 36 138
% 73,9 26,1 100,0
Merynos polski w starym typie Q@ n 711 201 912
OldI:}t/ype IID’olish Merir?c]» ® %o 78,0 22,0 100,0
3 n 102 42 144
% 70,8 29,2 100,0
Corriedale Q n 220 50 270
Corriedale % 81,5 18,5 100,0
3 n 19 3 22
% 86,4 13,6 100,0
Owca zelaZznienska Q n 431 137 568
Zelaznienska Sheep % 75,9 24,1 100,0
g n 210 96 306
% 68,6 31,4 100,0
Berrichonne du cher Q n 208 54 262
Berrichon du Cher % 79,4 20,6 100,0
3 n 67 13 80
% 83,7 16,3 100,0
Suffolk Q n 45 29 74
Suffolk % 60,8 39,2 100,0
a n 22 16 38
% 57,9 42,1 100,0
Charolaise Q n 25 15 40
Charollais % 62,5 37,5 100,0
g n 16 2 18
% 88,9 11,1 100,0
Razem w obrebie pici Q n 2067 651 2718
Total within sex % 76,0 24,0 100,0
3 n 538 208 746
% 72,1 27,9 100,0
Razem n 2605 859 3464
Total % 75,2 24,8 100,0

Wplyw rasy istotny statystycznie przy P<0,01; wplyw plci istotny statystycznie u rasy charolaise przy P<0,05; wptyw
plci istotny statystycznie u owcy zelaznienskiej przy P<0,05

Influence of breed significant at P<0.01; influence of sex in Charollais significant at P<0.05; influence of sex in Zelaz-
nienska Sheep significant at P<0.05
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C byta istotnie wyzsza i nizsza allelu T w poréwnaniu do maciorek. Natomiast u owcy
zelaznienskiej stwierdzono u trykow istotnie nizsza frekwencje allelu C i wyzsza allelu T
w poréownaniu do maciorek. Rozktady frekwencji alleli TYRP-1 moga zosta¢ uzupetnione
np. pracami nad umaszczeniem okrywy u owiec. W pracy Kuleszy i wsp. [5] zwrocono
uwage na inne pomiary barwy wetny, wykonywane przy zastosowaniu kolorymetru, u
owiec zelaznienskich w pordwnaniu do corriedale. Owce Zelaznienskie charakteryzowaty

Tabela 4 — Table 4
Frekwencja genotypow genu 7YRP-1 w zalezno$ci od rasy i plci

Frequency of genotypes of TYRP-1 gene according to breed and sex

Genotyp
Rasa Ple¢ Genotype Ogodtem
Breed Sex cC T T Total
Merynos polski Q n 152 123 21 296
Polish Merino % 51,4 41,6 7,0 100,0
a n 39 24 6 69
% 56,5 34,8 8,7 100,0
Merynos polski w starym typie Q n 273 165 18 456
Old-type Polish Merino % 59,9 36,2 39 100,0
a n 34 34 4 72
% 47,2 47,2 5,6 100,0
Corriedale Q n 87 46 2 135
Corriedale % 64,4 34,1 1,5 100,0
a n 8 3 0 11
% 72,7 27,3 0,0 100,0
Owca zelaznienska Q0 n 163 105 16 284
Zelaznienska Sheep % 57.4 37,0 5,6 100,0
a n 71 68 14 153
% 46,4 444 9,2 100,0
Berrichonne du cher Q n 80 48 3 131
Berrichon du Cher % 61,1 36,6 2,3 100,0
a n 28 11 1 40
% 70,0 27,5 2,5 100,0
Suffolk Q n 13 19 5 37
Suffolk % 35,1 51,4 13,5 100,0
a n 5 12 2 19
% 26,3 63,2 10,5 100,0
Charolaise Q n 8 9 3 20
Charollais % 40,0 45,0 15,0 100,0
a n 7 2 0 9
% 77,8 22,2 0,0 100,0
Razem w obrebie plci Q n 776 515 68 1359
Total within sex % 57,1 37,9 5,0 100,0
3 n 192 154 27 373
% 51,5 41,3 7.2 100,0
Razem n 968 669 95 1732
Total % 55,9 38,6 5,5 100,0

Wplyw rasy istotny statystycznie przy P<0,01
Influence of breed significant at P<0.01
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si¢ jasnokremowg barwg welny, natomiast corriedale — $nieznobiatg. Porownanie tych ras
pod wzgledem frekwencji wystgpowania alleli TYRP-1 wskazuje na duze zréznicowanie
migdzy nimi (tab. 3), co powoduje potrzebe konfrontacji wynikow prezentowanych w tej
pracy z pomiarami barwy welny.

W odniesieniu do frekwencji alleli TYRP-1 stwierdzi¢ nalezy, ze prezentowane rozkta-
dy zdecydowane odbiegaja od tendencji stwierdzonych u muflona europejskiego i wrzo-
sowki [7], potwierdzajac tym samym tendencje stwierdzane u innych ras owiec krajowych,
takich jak polska owca gorska odmiany barwnej i bialej oraz $§winiarka. Tylko u muflo-
na stwierdzono, ze allel T wystepowat zdecydowanie czesciej anizeli allel C [7]. Jedynie
wrzosOwka charakteryzowata si¢ ich rownomierng czgstoscia [7]. Oznacza to odmienny
uktad tego uwarunkowania u owiec dzikich w porownaniu do udomowionych. Relacje te
odbiegajg od wynikow badan innych autoréw [1, 6, 8]. Rowniez nie potwierdza rozktadow
tego allelu spotykanego u owiec w Chinach [2]. Mozna wigc sadzi¢, ze owce azjatyckie
[2], muflony europejskie i wrzosowki [7] charakteryzuja si¢ innym pochodzeniem, jak i
ksztattowaniem si¢ proceséw domestykacyjnych, ktére pokazuja inny rozktad alleli anizeli
owce hodowane w Europie [3].

Rozktad genotypow (tab. 4) potwierdza tezg przedstawiong na podstawie rozktadu alleli
(tab. 3). Wplyw rasy okazal si¢ wysoko istotny statystycznie. Najwyzsza frekwencja ge-
notypu CC dotyczyta obu pici ras corriedale i berrichonne du cher oraz trykéw charolaise,
a najnizsza — obu plci rasy suffolk. Z kolei heterozygoty CT wystgpowaly z najwyzsza
frekwencja u obu plci rasy suffolk, maciorek rasy charolaise oraz trykow owcy zelaz-
nienskiej i merynosa starego typu. Najnizsza frekwencja wystepowata u trykow corriedale
i charolaise. Natomiast najwyzsza frekwencja genotypéw TT zostata stwierdzona u obu
ptci rasy suffolk i trykow charolaise, przy najnizszej u obu pici rasy corriedale i trykow
charolaise.

Dane zestawione w tabeli 5 i przedstawione graficznie na dendrogramie (rys.) wskazuja
z kolei na najwigksza odrgbnos$¢ owiec rasy suffolk w poréwnaniu do pozostatych, co
wykazano na podstawie najwyzszych wartosci uzyskiwanych wskaznikow dotyczacych
dystanséw genetycznych. Analiza literatury wskazuje, ze genotypy homozygotyczne,
w szczegblnosci w odniesieniu do TT, wystgpowaty u muflona europejskiego i czarno
umaszczonych ras azjatyckich [2, 7], heterozygoty u wrzoséwek i ras o barwnie umasz-
czonych gltowach i nogach [1, 7]. Z kolei homozygoty CC znaleziono u wszystkich grup
rasowych uwzglednionych w niniejszej pracy oraz analizowanych w innym opracowaniu
krajowym [7]. Analiza porownawcza owiec 0 umaszczeniu innym anizeli biate wskazuje
zwiazek z frekwencjg wystgpowania genotypow TYRP-1, w odniesieniu do genotypow TT
i CT. Uwzgledniajac wyniki badan dotyczacych oceny barwy welny u owiec zelaznien-
skich i corriedale [5] oraz inny uktad genotypéw u muflona europejskiego anizeli u owiec
udomowionych [1, 2, 6, 8], wydaje si¢ zasadne skonfrontowanie wynikéw analizy moleku-
larnej genu TYRP-1 z obiektywnymi pomiarami barwy welny, przynajmniej w odniesieniu
do ras wymienionych w pracy Kuleszy i wsp. [5].

Podsumowujac mozna stwierdzié, ze rozktad alleli i genotypow locus kodujacego
brazowe umaszczenie wyraznie odréznia owce o innym umaszczeniu glowy i nog od
pozostatych ras owiec migsnych i wetnisto-migsnych umaszczonych biato lub jasnokre-
mowo. Kazda z ras owiec wykazata natomiast specyficzny rozktad alleli i genotypow, co
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_[ Merynos polski — Polish Merino
Owea zelaznienska — Zelazniefiska Sheep

Charolaise — Charollais

Merynos polski w starym typie — Old-type Polish Merino

{ Corriedale — Corriedale
Berrichonne du cher — Berrichon du Cher

Suffolk — Suffolk

0.10 0.08 0.06 0.64 0.62 0.2)0

Rys. Dendrogram spokrewnienia badanych owiec
Fig. Dendrogram of genetic distances between breeds

moze by¢ dowodem na ich odrebno$¢ genetyczng. Wydaje si¢ rdwniez, ze na podstawie
czgstotliwosci wystgpowania tego uwarunkowania u europejskich ras owiec mozna spo-
dziewa¢ si¢ innych drég pochodzenia w poréwnaniu do owiec hodowanych np. w Azji

(2,

3]. Warto rowniez skonfrontowa¢ wyniki analizy frekwencji wystgpowania uwarun-

kowan TYRP-1 z obiektywnymi pomiarami barwy welny u owiec.
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Polymorphism of TYRP-1 at position 215 indomestic
wool-and-meat and meat sheep breeds

Summary

The study was conducted in 2009-2013 inflocksof wool-and-meat sheep, i.e. Polish Merino (3 flocks
from Wielkopolskie Voivodeship and 8 flocks from Kujawsko-Pomorskie Voivodeship), old-type
Polish Merino (1 flock from Wielkopolskie Voivodeship, 5 flocks from Mazowieckie Voivodeship and
8 flocks from Kujawsko-Pomorskie Voivodeship), Corriedale (2 flocks from Podlaskie Voivodeship)
and Zelaznienska Sheep (2 flocks from Podlaskie Voivodeship and 1 flock from E.odzkie Voivodeship),
and meat sheep flocks, i.e. Berrichon du Cher (1 flock from Wielkopolskie Voivodeship), Suffolk (2
flocks from Wielkopolskie Voivodeship) and Charollais (2 flocks from Wielkopolskie Voivodeship).
The total number of genotyped individuals (from 2 to 11 years old) was 1,732 (1,359 Q and 373 &).
Genotypes identification was performed with respect to the occurrence of C and T alleles of the brown
colour gene (TYRP-1). The distribution of alleles and genotypes of the locus encoding brown colour
was found to clearly differentiate sheep with different head and leg colour from the other meat and
wool-and-meat breeds, with white or cream-coloured coats. Each of the breeds showed a characteristic
distribution of alleles and genotypes, which may be evidence of their genetic distinctiveness. It also
appears that, based on the frequency of occurrence of this determinant in European sheep breeds,
we can expect different paths of origin for these breeds than in the case of sheep bred e.g. in Asia.
Furthermore, it would be worth comparing the frequency of occurrence of T7YRP-1 determinants with
objective measurements of sheep wool colour.
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