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Genetic characterization of the wrzosdéwka sheep breed on the basis of 14 microsatellite DNA markers
Summary

The genetic characterization of the wrzosowka sheep breed was performed on the basis of microsatellite
DNA markers. 73 sheep were typed with a set of 14 microsatellites (BM757, BM827, BM6526, BM8125,
OarAE129, OarCP20, OarCP34, OarFCB20, OarFCB48, OarFCB128, OarFCB304, OarHH35, OarHH47,
OarHH64) recommended by the FAO for biodiversity studies. The analyzed microsatellite markers were
characterized by a high polymorphism in the studied material. Except for locus OarAE129, which shows the
lowest variation (H=0.485 and PIC=0.368), the calculated H and PIC values exceeded 0.5. The highest poly-
morphism was characteristic of locus OarAE128 and OarHH47 (H=0.837, PIC=0.817 and H=0.827, PIC=0.807).
The high polymorphism of selected DNA microsatellite sequences (with H and PIC values averaging 0.711 and
0.670 respectively) and the probability of excluding the wrong parent based on all analyzed markers (99.96%)
are clear evidence that they are useful for parentage control of wrzosoéwka sheep.
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Jednym z podstawowych elementow Swiatowego
Programu Zachowania Zasobow Genetycznych Zwie-
rzat Gospodarskich FAO jest zinwentaryzowanie §wia-
towych zasobow genetycznych, ktére umozliwi moni-
torowanie i identyfikowanie ras zagrozonych wyginig-
ciem oraz opracowanie programow ich zachowania.
Zasoby genetyczne zwierzat gospodarskich utrzymywa-
nych w Polsce sa znaczne, kazdy z gatunkdéw reprezen-
towany jest przez kilka—kilkanascie ras, odmian 1 linii,
wsrod ktorych wystepuje szereg cennych ras rodzimych
(lokalnych), odznaczajacych si¢ specyficznymi cecha-
mi uzytkowymi i unikatowym genotypem. W maju
2000 r. Minister Rolnictwa i Rozwoju Wsi zaakcepto-
watl do realizacji 32 programy hodowlane obejmujace
75 ras, odmian i rodéow gospodarskich. W populacji
owiec programem ochrony zasobow genetycznych ob-
jeto 13 ras i odmian: wrzoséwke, swiniarke, owce ol-
kuska, wielkopolska, pomorska, kamieniecka, corrie-
dale, leine oraz polska owcg gorska odmiany barwne;,
polska owce nizinng odmiany Zelaznenskiej, polska
owcg nizinng odmiany uhruskiej, merynosa odmiany
barwnej i merynosa booroola.

Kryzys, jaki dotknal w latach dziewigédziesiatych
polskie owczarstwo, doprowadzit do znacznego spad-
ku poglowia owiec, nastgpstwem czego mogto by¢ ogra-
niczenie zmiennos$ci genetycznej niektorych ras owiec
hodowanych w kraju. Uwaza sig¢ zatem za celowe pod-
jecie dziatan na rzecz odbudowy 1 doskonalenia war-
tosci hodowlanej krajowego poglowia owiec, a szcze-
goblnie tej grupy zwierzat, ktére moga stanowic rezer-

we genetyczna dla takich cech, jak: zdrowotnos¢, ptod-
nos¢ 1 plennos¢. Dziatania te powinny obja¢ rowniez
kompleksowa analizg ich struktury genetycznej przy
wykorzystaniu mozliwie najwigkszej liczby markerow
genetycznych, co pozwoli na zachowanie bioréznorod-
nosci badanych owiec w stadach zachowawczych. Do-
tychczas analiza struktury genetycznej owcy rasy wrzo-
sowka przeprowadzona byta na podstawie grup krwi
i polimorficznych bialek, nie wykonano natomiast ta-
kiej analizy na podstawie markeréw mikrosatelitarnych
DNA (6). Celem badan byto podjecie proby scharakte-
ryzowania owcy rasy wrzosowka na podstawie analizy
polimorfizmu 14 sekwencji mikrosatelitarnych DNA
zalecanych przez FAO do oceny bior6znorodnosci
owiec.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 73 owcach rasy wrzosowka
pochodzacych z terenéw potudniowej Polski. Probki krwi od
tych zwierzat przekazywane byly w latach 2001-2002 do Dzia-
hn Immuno- i Cytogenetyki Zwierzat w celu wykonania ba-
dan kontroli rodowodow.

Do analizy polimorfizmu DNA wybrano 14 loci (BM757,
BM&827, BM6526, BM8125, OarAE129, OarCP20, OarCP34,
OarFCB20, OarFCB48, OarFCB128, OarFCB304, OarHH35,
OarHH47, OarHH64) wchodzacych w sktad zestawu zaleca-
nego przez FAO do oceny biordznorodno$ci owiec.

Na bazie wyizolowanego genomowego DNA amplifikacje
sekwencji z wybranych /oci wykonano metoda tancuchowej
reakcji polimerazowej (PCR) przy uzyciu fluorescencyjnie
znakowanych starterow. Sekwencje starterowe do powiele-
nia fragmentow DNA z analizowanych loci pozyskano z in-
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ternetowej bazy danych http://www.projects.roslin.ac.uk/
sheepmap. Uzyskane produkty PCR poddawano rozdzialowi
elektroforetycznemu w 4% zelu poliakryloamidowym w la-
serowym sekwenatorze ABI PRISM 377. Wyniki rozdziatu
elektroforetycznego analizowano przy pomocy programu
komputerowego GeneScan 2.1., natomiast wielko$ci ziden-
tyfikowanych alleli okreslono w programie Genotyper 2.0.

Na podstawie czgsto$ci wystgpowania poszczegdlnych
alleli sekwencji mikrosatelitarnych wyliczono stopien hete-
rozygotycznosci — H (7), indeks stopnia polimorfizmu — PIC
(3) oraz prawdopodobienstwo wykluczenia ojcostwa
z uwzglednieniem mozliwosci przebadania obydwu osobni-
koéw rodzicielskich — PE (5) dla kazdego locus. Obliczono
réwniez taczne prawdopodobienstwo wykluczenia ojcostwa
PE_ na podstawie wszystkich 14 badanych loci.

Wyniki i omdwienie

Oweca rasy wrzosowka jest jedna z najstarszych ras
rodzimych, ktéra charakteryzuje tatwa adaptacja do
zréznicowanych warunkow klimatyczno-§rodowisko-
wych, mate wymagania w zakresie zywienia i warun-
koéw chowu, duza Zzywotnos$¢ 1 odpornos¢ na choroby,
wczesne dojrzewanie plciowe, asezonowo$¢ oraz wy-
roéwnany poziom owulacji i plennosci. Ponadto, rasg t¢
cechuje doskonata jakos¢ skor oraz wyjatkowo specy-
ficzny smak migsa. Wrzos6wka zaliczana byta niegdy$
do grupy owiec o znacznym udziale w pogtowiu kra-
jowym, jednak w okresie powojennym zaniechano
hodowli tej rasy, co spowodowalo, ze trafita ona do
hodowli zachowawczej.

W przedstawionych badaniach dokonano proby oce-
ny struktury genetycznej owcy rasy wrzosé6wka na pod-
stawie analizy markero6w mikrosatelitarnych DNA.
Markery te ze wzgledu na duza czgsto$¢ wystgpowania
w genomie (dotychczas u owiec zidentyfikowano po-
nad 1800 sekwencji mikrosatelitarnych, wysoki stopien
polimorfizmu oraz stosunkowo tatwa i szybka identy-
fikacje, przy uzyciu reakcji PCR 1 analizy produktu
amplifikacji w sekwenatorach DNA) staly si¢ najlicz-
niejsza klasa markeréw genetycznych, ktore znalazty
szerokie zastosowanie do analizy zmienno$ci genetycz-
nej migdzy réznymi rasami owiec (1, 2, 4, 8-10).
W koordynowanym przez FAO Programie MoDAD —
Analiza R6znorodnos$ci Biologicznej Zwierzat Gospo-
darskich wybrano 27 sekwencji mikrosatelitarnych, kto-
re zaleca si¢ do badania zmienno$ci genetycznej owiec.
Na podstawie czgstosci wystgpowania alleli warunku-
jacych poszczegolne markery mikrosatelitarne mozna
obliczy¢, miedzy innymi, takie wskazniki, jak stopien
polimorfizmu i stopien heterozygotycznosci. Wskazni-
ki te umozliwiaja z kolei oszacowanie zmiennosci ge-
netycznej roznych ras owiec. Ocena zmiennosci gene-
tycznej 1 stopnia heterozygotycznosci moze by¢ pomoc-
na przy wyborze zwierzat do hodowli dla zachowania
ich biologicznej réznorodnosci oraz przy ustalaniu opty-
malnego wariantu krzyzowania w celu uzyskania mak-
symalnego efektu heterozji. Badania polimorfizmu, jak
najwigkszej liczby markerow genetycznych pozwalaja
takze na Sledzenie i monitorowanie zmian, jakie zacho-
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Tab. 1. Czesto$¢ wystepowania zidentyfikowanych alleli
w badanych 14 mikrosatelitarnych loci DNA

Loci Allel Czestosé Loci Allel Czestos¢
176 0,123 148 0,110
178 0,39 150 0,555
BM757 180 0,192 152 0,062
OarFCB48
182 0,253 154 0,041
184 0,041 156 0,096
216 0,164 158 0,137
218 0,596 99 0,075
BM827
222 0,185 109 0,075
224 0,055 111 0,247
162 0,411 113 0,212
0arFCB128
164 0,116 121 0,041
BM6526 166 0,082 123 0,075
168 0,233 125 0,158
170 0,158 127 0,116
112 0,075 162 0,021
116 0,445 164 0,267
BM8125 118 0,055 166 0,240
0arFCB304
120 0,342 172 0,212
122 0,082 180 0,110
144 0,418 188 0,151
0arAE129
146 0,582 119 0,212
" 0,253 121 0,089
73 0,178 123 0,466
75 0,082 |0arHH35 125 0,041
0arCP20 11 0,253 127 0,110
83 0,103 131 0,021
87 0,041 133 0,062
89 0,089 129 0,048
114 0,192 131 0,137
116 0,363 139 0,247
0arCP34 118 0,137 |OarHH47 141 0,178
122 0,103 143 0,178
124 0,205 145 0,144
89 0,055 153 0,068
93 0,096 124 0,055
95 0,171 128 0,253
O0arHH64
0arFCB20 97 0,322 132 0,096
99 0,041 134 0,596
101 0,151
105 0,164

dza w strukturze genetycznej okreslonych populacji

owiec pod wptywem prowadzonej pracy hodowlane;.
W badanej populacji owiec w obrebie badanych 14

markerow mikrosatelitarnych, wchodzacych w sktad
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Tab. 2. Zakres dlugosci w parach zasad (pz), liczba alleli, he-
terozygotycznosé (H), indeks stopnia polimorfizmu (PIC) oraz
prawdopodobienstwo wykluczenia (PE) dla badanych loci

hedl dIu;ZJ:I;rt;s(pz) P e =
BM757 176-184 5 | 0730 | 068 | 049
BM827 216-224 4 0581 | 0533 | 0,342
BM6526 162-170 5 | 0732 | 0,692 | 0,505
BM8125 112122 5 | 0669 | 0613 | 0417
0arAE129 |  144-146 2 0,485 | 0368 | 0,184
0arcP20 71-89 7 | o813 | o788 | 0632
0arcP3s 114-124 5 | 0760 | 0724 | 0541
0arFCB20 89-105 7| 0803 | 0777 | 0619
0arFCBA8 |  148-158 6 | 0647 | 0617 | 0439
0arFCB128 | 99127 8 | 0837 | 0817 | 0,677
0arFCB304 |  162-188 6 0791 | 0,759 | 0,586
0arHH35 119-133 7 | o712 | 0679 | 0500
OarHHA4T 129-153 7| o827 | 0807 | 0658
OarHH64 124-134 4 | o568 | 0513 | 0,329

zestawu zalecanego przez FAO do oceny biordéznorod-
nosci owiec, ustalono 78 alleli, ktoére wykazywaty zr6z-
nicowane rozmieszczenie w poszczegolnych loci, od
2 do 8 alleli (tab. 2). W oparciu o wyliczone czgstosci
wystegpowania zidentyfikowanych alleli, podanych
w tab. 1, obliczono wartoSci wskaznikéw H 1 PIC
(tab. 2). Otrzymane wyniki wykazaly, ze badane mar-
kery charakteryzuja si¢ wysokim stopniem polimorfiz-
mu. Srednie wartosci wspolczynnika heterozygotycz-
nosci i indeksu polimorfizmu dla wszystkich badanych
loci osiagnely wysokie warto$ci rowne odpowiednio
0,711 1 0,670. Wyjatek stanowit locus OarAE129, dla
ktorego ustalono jedynie 2 allele i otrzymano najmniej-
sze wartosci badanych wskaznikéw réwne 0,48510,368
odpowiednio dla H i PIC. W pozostatych loci oma-
wiane wskazniki przyjely wartosci wyzsze niz 0,5.
Najwyzszym polimorfizmem odznaczatly si¢ /oci
OarFCB128 oraz OarHH47, dla ktérych wskazniki H
1 PIC osiagnegly wartosci rowne odpowiednio 0,837
10,817 oraz 0,827 i 0,807. Inne badania przeprowa-
dzone przez Tomasco i wsp. (9) oraz Cerita i wsp. (4)
na roznych populacjach owiec rowniez wykazaty wy-
soki polimorfizm loci OarFCB128 i OarHH47 o wskaz-
nikach H i PIC wyzszych od wartosci 0,7.

Na podstawie czgstosci zidentyfikowanych alleli
przeprowadzono takze analizg przydatnosci badanych
markeréw do kontroli pochodzenia. Miarg przydat-
nosci poszczegdlnych markeréw genetycznych do we-
ryfikacji pochodzenia jest prawdopodobienstwo wyklu-
czenia niewlasciwego rodzicielstwa — PE. Prawdopo-
dobienstwo wykluczenia oszacowane dla kazdego z 14
badanych /oci, z uwzglednieniem mozliwos$ci przeba-
dania obydwu osobnikéw rodzicielskich podano
w tab. 2. Najwyzsze wartosci réwne 0,67710,658 otrzy-
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mano, odpowiednio, dla OarFCB128 i OarHH47 od-
znaczajacych si¢ najwyzszym polimorfizmem, nato-
miast najnizsza warto$¢ wynoszaca 0,184 dla OarAE129
0 najnizszym polimorfizmie. PE wyliczone na podsta-
wie wszystkich 14 loci tacznie osiagngto wartos¢
0,9996, co oznacza, ze zastosowanie w kontroli pocho-
dzenia tacznie wszystkich badanych markeréw gene-
tycznych daje mozliwos$¢ wykluczenia niewlasciwego
rodzica z 99,96% prawdopodobienstwem. Podobne
badania przeprowadzone na podstawie 10 /oci mikro-
satelitarnych, w tym 7 wykorzystanych w badaniach
wiasnych, wykazaty rownie wysokie prawdopodobien-
stwo wykluczenia na poziomie 99,9% (9).

W przeprowadzonej analizie polimorfizmu DNA
owcy rasy wrzosowka, sposrod 14 wybranych marke-
réow mikrosatelitarnych przeznaczonych do okreslania
biorézorodnosci owiec, stwierdzono wysoki polimor-
fizm 13 sekwencji mikrosatelitarnych DNA, dla kto-
rych oszacowane wartosci stopnia heterozygotycz-
nosci i polimofizmu byty wyzsze od wartosci 0,5, co
$wiadczy o duzej przydatnos$ci tych markeréw do ana-
lizy bior6znorodnosci owiec rasy wrzosowka. Ograni-
czong przydatno$¢ do tych badan stwierdzono jedynie
dla locus OarAE129, dla ktérego w badanej rasie owiec
zidentyfikowano tylko 2 allele.

Wyliczone wysokie prawdopodobienstwo, z jakim
mozna wykluczy¢ niewltasciwego rodzica na podstawie
analizowanych markerow wskazuje, ze moga one by¢
wykorzystane w kontroli rodowoddéw owiec rasy wrzo-
sowka. Ewentualne wprowadzenie w przysztosci w Pol-
sce polimorfizmu mikrosatelitarnego do kontroli pocho-
dzenia owiec nalezatoby jednak poprzedzi¢ szerszymi
badaniami, obejmujacymi wszystkie markery zalecane
przez FAO do analizy polimorfizmu DNA, na r6znych
rasach owiec. Badania takie miatyby na celu wyzna-
czenie odpowiedniego zestawu — wysokopolimorficz-
nych loci, gwarantujacych wysokie prawdopodobien-
stwo wskazania btedow w rodowodach.
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