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Lista skrotow:
PCR - Polymerase Chain Reaction (Reakcja Lancuchowa Polimerazy)

RFLP - Restriction Fragments Lenght Polymorphism (Polimorfizm dhugosci
fragmentdw restrykcyjnych

SSCP - Single Strand Conformation Polymorphism  (Polimorfizm
Konformacyjny Jednoniciowego DNA)

MSSCP - Multitemperature Single Strand Conformation Polymorphism
(Wielotemperaturowy Polimorfizm Konformacyjny Jednoniciowego DNA)

CAPNB3 - gen kalpainy 3
CAST - gen kalpastatyny

X - érednia arytmetyczna
S, - odchylenie standardowe
M. c. 56. dzien - masa ciata w 56. dniu zycia jagniat

M. c. 2. dzien - masa ciala w 2. dniu Zycia jagniat

m. stat. - miary statystyczne
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1. WSTEP I CEL BADAN

Na przetomie lat 80. 1 90. polskie owczarstwo przezyto kryzys powodujacy
lawinowsa redukcje pogltowia owiec. Jako powdd wskazywano zmiany
gospodarcze, jakie dokonywaty si¢c w Europie Srodkowej i Wschodniej. Stan
pogtowia wg danych GUS szacowany na 2012 rok byl okoto 22 — krotnie
mniejszy niz w 1986 roku, kiedy wynosit Smln sztuk. Obserwowana tendencja
byla spowodowana stopniowym spadkiem zapotrzebowania na welng ze strony
przemystu widkienniczego wynikajacym z zastgpienia welny przez syntetyczne
tkaniny oraz naplywu obcej welny z Australii i Nowej Zelandii (Klepacki 2005).
Dlatego tez pod koniec lat 90. postawiono na uzytkowanie owiec w kierunku
miesnym, wprowadzajac w 1996 roku program majacy na celu odbudowe
pogtowia w Polsce - ,,Program rozwoju krajowego owczarstwa do roku 20107
Dotyczyt on wsparcia finansowego w celu odbudowy poglowia w Polsce,
odtwarzania zasobow genetycznych ras lokalnych oraz propagowania
prozdrowotnych wlasciwosci migsa owczego. Po wejsciu Polski w struktury Unii
Europejskiej skierowano aktywno§¢ produkcji owczarskiej rowniez na
odtwarzanie zasobow genetycznych ras lokalnych wprowadzajac doplaty oraz
dotacje dla owiec matek (Rokicki 2010). To wtasnie prozdrowotne wtasciwosci,
walory odzywcze oraz smakowe migsa owczego sprawily, ze jest to jedno z
najdrozszych migs w Europie i cieszy si¢ duzym zainteresowaniem wsrod
konsumentow. Nalezy podkresli¢, Zze jagni¢cina zawiera wiele skladnikow
odzywczych m.in. wielonienasycone kwasy tluszczowe pochodzenia
egzogennego, ktorych pozytywne dziatanie antynowotworowe,
przeciwutleniajace, czy redukujgce udziat tkanki thuszczowej jest powszechnie
znane (Milewski 2006). Jej krucho$¢, smak i delikatno$¢ byta ceniona od dawna.
Dlatego tez coraz wigksza uwage skupia si¢ na dziataniach dazacych do
zwigkszania jakosci i iloSci migsa jagniecego, jednocze$nie starajac sig
zwigkszy¢ dochodowos¢ oraz konkurencyjno$¢ galezi gospodarki jakg jest
produkcja tegoz zywca W Polsce. W dobie aktualnego rozwoju tradycyjnych
metod hodowlanych wspieranych ukierunkowang selekcja oparta o znajomos$¢
uwarunkowan genetycznych mozliwe staje si¢ uzyskiwanie zwierzat
wyrozniajacych si¢ pozadanymi cechami. Wykorzystywanie w tym celu technik
genetyki molekularnej przyczynia si¢ do osiagnigcia szybszego postepu
hodowlanego. Markery genetyczne cech uzytkowych owiec pozostajg jeszcze
nie tak dokltadnie poznane jak w przypadku trzody chlewnej czy bydla (red.
Switonski, 2004). Dotychczas wykazano zwiazek polimorfizmu w genie
kodujacym np. miostatyng z otluszczeniem, czy ze wzrostem masy mi¢sniowej
(Boman i wsp., 2009; Boman i wsp., 2010; Clop i wsp., 2006); kalpastatyne
powiazano z wyciekiem termicznym, kruchoscia migsa, wigzaniem wody (Byun
i wsp., 2009; Kotczak, 2008; Nowak, 2005); a kalpaing3 powiazano Z masa ciala



przy urodzeniu, oraz po odsadzeniu, z krucho$cig migsa i regeneracjg miesni
(Chung i wsp., 2009).

Celem badan bylo okreslenie frekwencji alleli i genotypow gendw
kalpastatyny i kalpainy3 w populacji owiec ras: kamieniecka, pomorska i
merynos polski odmiana barwna. Ponadto za cel postawiono sobie poszukiwanie
powigzan pomiedzy poszczegdlnymi genotypami a cechami uzytkowos$ci
miesnej w badanej grupie zwierzat.

2. PRZEGLAD LITERATURY

2.1. KALPASTATYNA

Kalpastatyna jest biatkiem, ktérego masa czasteczkowa wynosi 60.10%-
70.10° Da, skladajacym sie z czterech miejsc inhibitorowych zbudowanych z
powtarzajacych si¢ 130-aminokwasowych struktur (Jakubiec — Puka 1993).
Znanych jest kilka roznorodnych izoform kalpastatyny, ktore posiadaja jedna,
trzy lub cztery domeny oraz r6zne N-terminalne sekwencje (Goll i wsp., 1998).
Gen kodujacy kalpastatyng (CAST) zlokalizowano u owiec na 5 chromosomie i
przypisano mu znaczaca rolg¢ w procesie formowania si¢ migéni za zycia oraz ich
rozpadu po uboju (Palmer i wsp., 1999). Zostat on wybrany i opisany przez
Palmera i wsp. w 1999 roku jako gen kandydujacy na cechy jakos$ci migsa
owczego. Wykorzystujac metode PCR-RFLP zamplifikowano fragment genu
CAST dtugosci 622pz, w kolejnym etapie poddano go trawieniu enzymami
restrykcyjnymi Mspl i Ncol. Na podstawie wynikow wskazano dwa
polimorficzne warianty alleli M i N (Palmer i wsp., 1999). Kalpastatyna jest
endogennym inhibitorem kalpain, ktore we wioknie migsniowym w obecnosci
jonoéw wapnia tworzg kompleks kalpaina — kalpastatyna (CCS) (Greguta — Kania
i Gruszecki 2007). Kompleks CCS wykazuje swoja aktywno$¢ w procesie
wzrostu miesni  (Goll i wsp., 1992) oraz kruszenia migsa podczas jego
dojrzewania (Koohmaraire 1992); (Greguta — Kania i Gruszecki 2007); (Kotczak
2008). Ponadto wspomniany kompleks jest zaangazowany w proces przemian
protein (Goll i wsp., 1992), migracje mioblastow (Dedieu i wsp., 2003) oraz
wzrost mig$ni szkieletowych (Goll i wsp., 1998). Aktywnos¢ kalpastatyny moze
by¢ zmienna w roznych mie$niach tej samej tuszy zwierzecej, o czym $wiadcza
roznice w szybkosci degradacji biatek cytoszkieletowych migsnia w okresie
poubojowym (Melody i wsp., 2004). Powigzanie genu kalpastatyny z procesami
tenderyzacji migsa, a szczegolnie z procesem kruszenia jest aspektem niezwykle
istotnym z punktu widzenia konsumentow. To wilasnie podczas procesu
dojrzewania migso nabywa pozadanych przez konsumentéw cech smakowitosci
i kruchos$ci. Krucho$¢ migsa okreslana jest jako tatwos¢ rozdrabniania podczas
poczatkowego nagryzania mig¢sa, tatwo$¢ rozdrabniania w czasie zucia oraz



odczucia zwigzane z pozostatoSciami po zuciu (charakter i wielkos$¢ resztek)
(Kotczak 2008). Te wszystkie aktywnosci wyraznie wptywajg na jako$¢ migsa
jagniecego, dlatego gen kodujacy kalpastatyne jest doskonalym genem
kandydujacym na cechy migsa owczego. Szereg zmian genetycznych
wplywajacych na cechy migsa zostato juz opisanych (Lonergan i wsp., 1995;
Ciobanu i wsp., 2004), jak roéwniez znaleziono powigzania pomi¢dzy kruchos$ciag
miegsa a genem CAST u $win (Ko¢win — Podsiadta i wsp., 2003) i bydta (Casas i
wsp., 2006)

2.2. POLIMORFIZM W GENIE CAST

Wiele badan przeprowadzonych ré6znymi metodami genetyki molekularnej
w Polsce i na $§wiecie dowiodlo, ze w genie kalpastatyny zwierzat gospodarskich
wystepuje polimorfizm. U kéz polimorfizm CAST wykryli m.in. Zhou i Hickford
w 2008 roku, u $win Kuryt i wsp. w 2003 roku, u bydta Juszczuk — Kubiak w
2004 roku. Wsrod owiec polimorfizm wykryto u ras takich jak: plenna owca
olkuska, polska owca gorska, suffolk, polska owca dlugoweista, mieszance (F1)
merynos polski x owca romanowska (Kaczor, 2006); merynos polski, berrichon
du cher, czarnogtowka (Szkudlarek — Kowalczyk i wsp., 2011); syntetyczna linia
owiec BCP i SCP (Greguta — Kania, 2011); ile de france, owca kotudzka,
mieszance ile de france x owca kotudzka (Szkudlarek - Kowalczyk, 2014); owca
dalagh (Azariiwsp., 2012), owca iranian karakul (Shahroudi i wsp., 2006); owca
balkhi, owca kajli (Khan i wsp., 2012); owca kajli, owca lohi, owca thalli
(Suleman i wsp., 2012); owca iranian zel (Dehnavi i wsp., 2011); owca lori
(Nanekarani i wsp., 2011); owca romney (Byun i wsp., 2008); owca arabic
(Mohammadi i wsp., 2008); owca romney, corriedale, merynos, polwarth, kelso,
coopworth (Byun i wsp., 2009); merynos, romney, corriedale, pol dorset (Zhou i
wsp., 2006); owca makoei (Ranjbari i wsp., 2012); owca thin tail, jonggol, kissar,
priangan, margawati, fat tail (Dagong i wsp., 2011); owca ghezel, arkhamerino
(Elyasi i wsp., 2009), owca iranian kurdi (Nassiry i wsp., 2007); owca atabi
(Nanekarani i wsp., 2011). Badania, w ktorych zastosowano techniki PCR-RFLP
obejmowaty locus Mspl/CAST, Ncol/CAST, Hin6l/CAST, Tagl/CAST, w
nielicznych z nich podjeto proby i ustalono powigzania pomigedzy polimorfizmem
CAST a cechami uzytkowosci migsnej. Wsrod analizowanych cech znalazly sie:
przyrosty w poszczegolnych okresach zycia jagniat (Chung i Davis, 2012),
$rednie dobowe przyrosty (Khan i wsp., 2012), masa ciata (Sutikno i wsp., 2011),
wysokos¢ klatki piersiowej, srednia szerokos¢ klatki piersiowej (Szkudlarek —
Kowalczyk, 2014). Wyniki badan przeprowadzonych przy zastosowaniu techniki
SSCP wykazaty zwigzek polimorfizmu w genie CAST z cechami takimi jak:
wydajno$¢ rzezna polgdwicy (Bickerstaffe i wsp., 2008), masa ciata przy
urodzeniu (Byun i wsp., 2008) czy przyrosty dobowe do momentu odsadzenia
(Byun i wsp., 2008; Nassiry i wsp., 2006).



2.3. KALPAINY

Kalpainy to wewnatrzkomorkowe neutralne proteinazy cysteinowe,
wystepujace we wszystkich komorkach kregowcow. W obrebie tkanki
mig$niowej wystepuja w miofibrylach glownie na linii Z (Dransfield 1999).
Dotychczas w migéniach szkieletowych opisano 9 form izomerowych kalpainy
(EC 3.4.22.17), wsrdd ktoérych najlepiej poznanymi u ssakow sa: kalpaina 3,
zwana kalpaing p94 oraz kalpainy 1 i 2, odpowiednio nazywane p- i m-
kalpainami w zaleznosci do koncentracji jonéw wapnia niezbgdnej do ich
aktywacji (Lee i wsp., 2008). Kalpaina 1 wymaga stezenia 10—40 uM, natomiast
kalpaina 2 1-2 mM Ca2+ (Lee i wsp., 2008). Poznanie wtasciwosci kalpainy 3
przez dhugi czas bylo niemozliwe, ze wzgledu na szybka autoliz¢ w warunkach
laboratoryjnych, oraz zwiagzek z titing, ktéora prawdopodobnie wptywa na jej
aktywno$¢ (Sorimachi i wsp., 1995). Ponadto odkryto kalpainy nietypowe u
drozdzy, grzybow, insektow: 5, 6, 10; inne specyficzne kalpainy tkankowe: nCI-
2, n-Cl-3, n-Cl-4... (Sreenan i wsp., 2001), oraz kalpaing C — prawdopodobnie
nieaktywna katalitycznie wyodrebniona podczas badan Drosophila melanogaster
(Spadoni i wsp., 2003). Aktywacja systemu kalpainowego zalezy od stgzenia
jonéw wapnia i specyficznego inhibitora jakim jest kalpastatyna (Goll i wsp.,
2003). Innymi czynnikami wptywajacymi na prace systemu kalpainowego sa:
temperatura oraz pH (Goll i wsp., 1998). Optymalne pH powinno wynosi¢ 7.0
(Kendall i wsp., 1993). Dowiedziono, ze aktywno$¢ kalpain rézni si¢ w
zaleznosci od gatunku zwierzat, rodzaju mig$nia, czynnikéw wpltywajacych na
migso w pierwszych godzinach po uboju lub podczas jego przetwarzania i
czynnikow zewngtrznych takich jak: sposob zywienia, rodzaj chowu (Nowak
2005). Ustalono, ze w zwigzku z mozliwo$ciami degradacyjnymi kalpain takimi
jak: degradowanie wtokien migsniowych biatek zwigzanych z btong komoérkowa,
wielu enzymow, receptorow hormonoéw sterydowych i czynnikow wzrostu,
odgrywaja one wazna rolg w procesach fuzji mioblastow, proliferacji, wzrostu
oraz migracji komorek jak rowniez transformacji onkologicznej (Goll i wsp.,
1998; Carragher i Frame, 2002). Ustalono, ze w procesie dojrzewania migsa,
kalpainy przyczyniaja si¢ do zmiany proteolitycznych biatek cytoszkieletowych
(tropomiozyny, troponiny T, I, biatka C, desminy, titiny, nebuliny, winkuliny,
laminy, spektryny), ktore to pelnig funkcje stabilizacyjne w uktadzie
przestrzennym grubych i cienkich filamentéw oraz wybranych regulacyjnych
miofibryli (Geesink i Koohmaraie, 1999; Kristensen i Purslow, 2001).
Dowiedziono, ze kalapina-10 zaburza wydzielanie i dzialanie insuliny w zywym
organizmie (Sreenan i wsp., 2001). Stwierdzono takze, ze kalpainy pelniag
znaczaca rolg w procesie wzrostu i rozwoju migsni oraz procesie dojrzewania
poubojowego miesa (Goll i wsp., 1998). Dowiedziono réwniez, ze system
kalpainowy wptywa na proces kruszenia migsa, 0 czym S$wiadczy m.in.
przyspieszenie proteolizy post mortem, gdy migénie sa poddane inkubacji w
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roztworze jonéw wapnia i Wstrzymanie proteolizy po inkubacji z chelatorami
jonoéw wapnia (Koohmaraie 1992).

2.4. POLIMORFIZM W GENIE CAPN

Geny, ktore koduja kalpainy sg okreslane mianem potencjalnych genéw
kandydujacych na QTL cech zwigzanych z jako$cig migsa zwierzat (Chung i
wsp., 2001). Badania dotyczace polimorfizmu genéw kalpainy prowadzono: u
drobiu (Sorimachi i wsp., 1995; Lee i wsp., 2008), gryzoni (Doktor 2011), bydta
i trzody chlewnej (Smith i wsp., 2001); (Yang i wsp., 2008, 2009). Badania
dotyczace bydta wskazaty na istotng korelacj¢ migdzy polimorfizmami w genie
CAPNL1 a kruchoscig migsa wotowego (Page i wsp.,2002). Dzieki temu, geny
kalpain u bydla staly si¢ markerami genetycznymi, ktére pozwalaja
identyfikowa¢ bydlto, ktorego migso bedzie wyrdzniato sie¢ wysoka krucho$cia
(Casas 1 wsp., 2006). U drobiu stwierdzono zwigzek polimorficznych form genu
CAPNL z cechami jako$ci migsa kurczat (Zhang i wsp., 2008) oraz powigzanie w
genie kalpainy 3 pomiedzy polimorfizmem pojedynczych nukleotydow a
cechami tuszek kurczat (Zhang i wsp., 2008). Badania dotyczace polimorfizmu
kalpain u owiec nie byly prowadzone na tak szeroka skale jak u bydta.
Polimorficzne formy genu kodujacego kalpainy wykryto u owiec
reprezentujacych rasy: owce dalagh (Azarii wsp., 2012); owce kurdi (Nassiry i
wsp., 2007); owce zel (Dehnavi i wsp., 2012); owce karakul (Shahroudi i wsp.,
2006); owce barki (Shehata i wsp., 2014); owce romney (Fang i wsp., 2013);
iranskie owce welniste, iranskie owce miesne (Tahmoorespour i wsp., 2005).
Obecnos¢ dwoch alleli genu CAPN (A i B), ktore znajdowaty sie¢ w eksonach 5 i
6 opisal Chung i wsp. w 1999 roku. Polimorfizm zidentyfikowano metodg PCR-
SSCP (Chung i wsp., 1999). Zhou i wsp. w 2006 roku doniesli o polimorfizmie
genu CAPN3 w eksonie 10, a w 2007 roku Chung i wsp. doniesli o polimorfizmie
w eksonie 12 i 13 genu CAPN3. Podjeto proby i wykazano powigzania
polimorfizmu z wybranymi cechami uzytkowo$ci migsnej badanych owiec,
takimi jak: masa ciata po urodzeniu, masa ciata po odsadzeniu od piersi matki,
masa ciata po catkowitym odsadzeniu (Chung i wsp., 2012), masy wyrebow tuszy
oraz wzrost masy miesniowej bez negatywnego wpltywu na kruchos$¢ migsa
(Bickerstaffe i wsp., 2008); dobowe przyrosty masy ciata po odsadzeniu, masa
chudego miesa (Shehata i wsp., 2014), wykorzystujac metode PCR-SSCP.
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2.5. METODY WYKORZYSTYWANE DO OKRESLENIA
POLIMORFIZMU GENOW CAST i CAPN

W dobie aktualnego rozwoju technik genetyki molekularnej szybka
identyfikacja i charakterystyka mutacji genetycznych sg coraz bardziej dostgpne.
W celu wykrywania polimorfizmu stosowane sg rozne metody, jedne z nich
pozwalaja potwierdza¢ wcze$niej zidentyfikowane mutacje, a inne stuza do
poszukiwania nowych, dotad niepoznanych. Do potwierdzania wcze$niej
okreslonych polimorfizméw wykorzystywana jest technika PCR-RFLP (ang.
Restriction Fragments Lenght Polymorphism), czyli polimorfizm dlugosci
fragmentow restrykcyjnych. Sg one dziedzicznymi sekwencjami DNA, ktore
ujawniajg si¢ utworzeniem lub zanikiem fragmentu rozpoznawanego przez
endonukleazy restrykcyjne albo zmiang liczby nukleotydow migdzy tymi
lokalizacjami. Sg one dziedziczone jako proste cechy kodominujace (Stomski
2004). Wykrywanie tegoz polimorfizmu przebiega dzigki zastosowaniu
enzymoéw restrykcyjnych po wczesniejszej amplifikacji produktu. Enzymy
restrykcyjne rozpoznajg specyficzne miejsca w dwuniciowym DNA i przecinaja
obie nici w wyznaczonym miejscu (Stomski 2008). Wynik reakcji wizualizowany
w $wietle UV na zelu agarozowym lub poliakrylamidowym ukazuje specyficzny
dla danego genotypu wzor prazkow. Wystapienie zmiany w potozeniu prazkéw
oznacza, ze w badanym DNA zaszta mutacja. PCR-RFLP pozwala identyfikowaé
mutacje punktowe, mate delecje lub tez insercje (Kurzawski i wsp., 1998).
Kolejng metoda wykorzystywana do potwierdzania wczesniej wskazanych
polimorfizmoéw, jak rowniez do wykrywania nieznanych dotad mutacji w
badanym fragmencie DNA jest MSSCP (z ang. Multitemperature Single Strand
Conformation Polymorphism). Jest to technika, ktéra opiera si¢ na
wlasciwosciach fizycznych kwaséw nukleinowych takich jak réznice w
ruchliwosci elektroforetycznej jednoniciowych czasteczek DNA w zaleznosci od
konformacji w jakiej wystepuja (Kaczanowski i wsp., 2001). MSSCP jest
wykorzystywana do wstepnej selekcji prob do sekwencjonowania (Slemp-Migiel
i wsp., 2009). Najbardziej wiarygodne wyniki otrzymywane sa, gdy analiza
dotyczy produktéw PCR o diugosci od 150 do 350 pz. Przed rozpoczgciem
reakcji produkty PCR poddawane sa denaturacji termicznej w buforze
denaturujacym w temperaturze 95°C. W celu rozdziatu produktu PCR
przeprowadzana jest elektroforeza pionowa na zelu poliakrylamidowym z
dodatkiem lub bez glicerolu, w krokowo zmieniajacej si¢ temperaturze, co
powoduje zmiang konformacji przestrzennej analizowanych fragmentow DNA.
Czasteczki DNA, ktore ro6znig si¢ cho¢ jednym nukleotydem rozdzielajg si¢ na
zelu w kolejnych etapach temperaturowych dzieki zmianie ruchliwosci
elektroforetycznej (Kaczanowski i wsp., 2001). W celu wizualizacji zeli
wykorzystywany jest zestaw dedykowanych odczynnikow Silver Stain DNA Kit.
Technika ta pozwala w kolejnych etapach na wycigcie z zelu wybranych
prazkéw, zreamplifikowanie ich technikg PCR, a nastgpnie sekwencjonowanie,
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aby potwierdzi¢ zmiany na poziomie sekwencji genu. W poréwnaniu do SSCP,
technika MSSCP umozliwia przeprowadzenie analiz w krotszym czasie,
wykorzystujac mniejsze naktady finansowe oraz przede wszystkim wykazuje
wieksza czuto$¢ wykrywania zmian genetycznych (Slemp-Migiel i wsp., 2009).

3. MATERIAL I METODY

3.1. MATERIAL ZWIERZECY

Material zwierzecy obejmowal 273 jagnieta pochodzace z trzech stad
utrzymywanych na terenie trzech wojewodztw. Pierwsze stado stanowily
osobniki rasy merynos polski odmiany barwnej uzytkowane w typie wetnisto —
migsno — plennym, ktore pochodzity z wojewodztwa kujawsko — pomorskiego, z
Zaktadu Doswiadczalnego Kotuda Wielka, Instytutu Zootechniki, Panstwowego
Instytutu Badawczego. Jagnigta doswiadczalne utrzymywane byly systemem
alkierzowo — pastwiskowym, zywione granulowang mieszanka tresciwa CJ (1
kg = 185g BO i 10,5 MJ) i sianem z traw w systemie ,,do woli”. Drugie stado
obejmowato welnisto — migsne owce rasy kamieniecka pochodzace z Zakladu
Produkcyjno — Doswiadczalnego w Batcynach, z wojewddztwa warminsko —
mazurskiego. Owce utrzymywane byty w tradycyjnych budynkach halowych, ze
stropem uzytkowym, na glebokiej $cidtce. Jagnigta otrzymywaty pasze state takie
jak sianokiszonka z traw i roslin motylkowatych oraz siano tgkowe, natomiast
paszg uzupetniajacg byta mieszanka tre$ciwa CJ. Zwierzeta miaty staty dostep do
wody oraz lizawek pastewnych. Trzecie stado reprezentowaly migsne owce
pomorskie utrzymywane w miejscowosci Szczenurze w wojewodztwie
pomorskim. Warunki utrzymania oraz sposdb zywienia w tym stadzie byly
bardzo zblizone do tych panujacych w stadzie owiec kamienieckich. Zywienie
tych zwierzat byto zgodne z normami Instytutu Zootechniki (1Z, 1998).
Badaniami objgto zarowno tryki jak i maciorki. Liczba zwierzat wykorzystanych
w Dbadaniach z uwzglednieniem rasy, pici i typu urodzenia zostata
zaprezentowana w Tabeli 1.

3.2. POBRANIE KRW!I I IZOLACJA GENOMOWEGO DNA

Krew obwodowa zostata pobrana z zyty jarzmowej zwierzat do sterylnych
proboéwek zawierajacych antykoagulant Ko.EDTA (Profilab, Polska) przez
lekarza weterynarii w 2012 roku. Probowki z krwig przechowywano w
temperaturze 4°C do czasu ekstrakcji kwasu deoksyrybonukleinowego. lzolacje
genomowego DNA wykonano w oparciu o procedure MasterPure™ DNA
Purification Kit for Blood (Epicentre Biotechnologies, USA) wedtug protokotu
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producenta. Wyizolowane DNA przechowywano w temperaturze 4° C lub
mrozono w temperaturze -20° C.

3.3. ANALIZA JAKOSCIOWA I ILOSCIOWA DNA

Nastepnie przeprowadzono oceng jakosci i ilo§ci wyizolowanego materiatu.
W celu potwierdzenia obecnosci DNA w probach wykonano elektroforezg w 2%
zelu agarozowym (Prona Agarose, Hiszpania) z dodatkiem barwnika Midori
Green DNA Stain (Nippon Genetics Europe GmbH, Niemcy) w ilosci 0,5 pl
Midori Green na 10 ml w 1x buforze TBE; (10xXTBE: 0,89M Tris, 0,89M kwasu
borowego, 0,02M EDTA, pH 8). Na zel agarozowy nanoszono Sul DNA
zawieszonego w 2l obciazacza 6x Loading Dye Solution (Thermo Scientific,
USA). Elektroforeze wykonano w buforze 1xTBE, przez 60min, przy napigciu
120V w aparacie firmy Cleaver Scientific LTD. Nastepnie zele wizualizowano w
$wietle ultrafioletowym przy uzyciu transiluminatora i archiwizowano w postaci
zdje¢ przy pomocy aparatu G:Box Chemi XRS5 (Syngene, Wielka Brytania).
Obecnos¢ na zelu prazka bez smug $wiadczyta o prawidlowo wykonane;j izolacji
DNA, a jego intensywnos¢ o stezeniu DNA w probie. W celu doktadnej oceny
stezenia DNA w kazdej badanej probie przeprowadzono pomiary przy uzyciu
spektrofotometru NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, USA). Okreslono stgzenie
DNA (ug/ml) i jego czystos¢ (stosunek absorbancji przy 260 nm i 280 nm,
A260/A280) w analizowanych probach. Na podstawie uzyskanych danych
wykonano rozcienczenia wszystkich prob buforem TE do st¢zenia 50 ng/ul.

3.4. AMPLIFIKACJA WYBRANYCH FRAGMENTOW DNA W
REAKCJI PCR

Amplifikacja fragmentu genu kalpainy 3 (CAPN3) o dtugosci 168pz —
nazywana dalej CAPN3, zostata przeprowadzona wg metodyki Zhou i wsp.
(2007) z modyfikacjami Grochowskiej (2015). Mieszanina reakcyjna o objetosci
20 pl sktadata si¢ z: 75 ng DNA, 0,25 uM kazdego z primerow (forward i
reverse), 150 uM dNTP (Thermo Scientific, USA), 1U polimerazy DreamTaq
(Thermo Scientific, USA) w 1 x stezonym buforze reakcyjnym z MgCl, 0
stezeniu 2mM. Pierwszym etapem reakcji PCR byla wstepna denaturacja w
temperaturze 94°C trwajaca 2 minuty. Kolejne 3 etapy przebiegty w 35 cyklach
powtarzalnych. Byly to: denaturacja w temperaturze 94°C trwajaca 30 sekund,
przytaczanie starter6w w temperaturze 59 °C trwajace 30 sekund oraz elongacja
w temperaturze 72 °C przez 30 sekund. Ostatnim etapem byta koficowa elongacja
w temperaturze 72 °C przez 5Sminut.

Amplifikacje fragmentu genu kalpastatyny (CAST) o dlugosci 622pz -
nazywang dalej CAST, wykonano wg metodyki Palmera i wsp. (1998) z
modyfikacjami Grochowskiej (2012). Mieszanina reakcyjna sktadata si¢ z: 125ng
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DNA, 20pmol kazdego z primerow (1C i 1D), 200 uM dNTP (Thermo Scientific,
USA), 1U polimerazy DreamTaq (Thermo Scientific, USA) i 1x stgzonego
buforu z MgCl, o stgzeniu 2mM dopetnionych woda do objgtosci 30 pl.
Pierwszym etapem reakcji PCR byla wstgpna denaturacja w temperaturze 95°C
trwajaca 5 minut. Kolejne 3 etapy przebiegly w 35 cyklach powtarzalnych. Byty
to: denaturacja w temperaturze 95°C trwajaca 60 sekund, annealing w
temperaturze 62°C trwajacy 60 sekund oraz elongacja w temperaturze 72°C przez
120 sekund. Ostatnim etapem byta koncowa elongacja w temperaturze 72°C
przez 10 minut. Reakcje amplifikacji przeprowadzono w termocyklerach
Mastercycler pro S (Eppendorf, Niemcy). W celu oceny jakosciowej produktow
reakcji PCR przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny uzyskanych
amplikonéw w 2% zelu agarozowym (Prona Agarose, Hiszpania) z dodatkiem
barwnika Midori Green DNA Stain (Nippon Genetics Europe GmbH, Niemcy).
Naktadano proby wielkosci Sul produktu PCR zawieszonego w 2ul obcigzacza
6xLoading Dye Solution (Thermo Scientific, USA). Elektroforeza przebiegata w
buforze 1XTBE (10xTBE: 0,89M Tris, 0,89M kwasu borowego, 0,02M EDTA,
pH 8,0), przez 60min, przy napig¢ciu 120V w aparacie firmy Cleaver Scientific
LTD. Wzorcem masy molekularnej uzytym na zelu byt pPBR322 DNA/Alul firmy
Thermo Scientific, USA. Nastgpnie zele wizualizowano w $wietle
ultrafioletowym przy uzyciu transiluminatora i archiwizowano w postaci zdj¢é
przy pomocy aparatu G:Box Chemi XR5 (Syngene, Wielka Brytania). Obecnos¢
jednego prazka o0 dlugosci 168pz swiadczyta o prawidlowym przebiegu reakcji
PCR o nazwie CAPN3, natomiast obecno$¢ prazka o dtugosci 622pz reakcji PCR
0 nazwie CAST.

3.5. TRAWIENIE PRODUKTU AMPLIFIKACJI GENU CAST
ENZYMAMI RESTRYKCYJNYMI (RFLP)

W celu wykrycia obecnosci polimorficznych form genu CAST
przeprowadzono trawienie uzywajac trzech enzymow restrykcyjnych Mspl, Ncol
(Thermo Scientific, USA) wg metodyki Palmera i wsp. (1998) z modyfikacjami
Grochowskiej (2012), Hin6l, wedlug metodyki Palmera i wsp., (2000) z
modyfikacjami Grochowskiej (2012). Warunki reakcji oraz sktady mieszanin
reakcyjnych przedstawiono w Tabeli 2. Produkty reakcji hydrolizy rozdzielono
elektroforetycznie w 2% zelu agarozowym (Prona Agarose, Hiszpania) z
dodatkiem barwnika Midori Green DNA Stain (Nippon Genetics Europe GmbH,
Niemcy), przez 90min, pod napigciem 120V wzgledem markera pBR322
DNAV/AIlul firmy Thermo Scientific, (USA). Zele wizualizowano w $wietle
ultrafioletowym przy uzyciu transiluminatora i archiwizowano w postaci zdje¢¢
przy pomocy aparatu G:Box Chemi XR5 (Syngene, Wielka Brytania).
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3.6. WYKRYWANIE POLIMORFIZMU GENU KALPAINY 3
CAPN3 METODA MSSCP

W celu wykrycia polimorfizmu w genie CAPN3 przeprowadzono reakcjg
MSSCP. Reakcje wykonano wg metodyki Grochowskiej (2013), wykorzystujac
aparat DNA Pointer (K. Kucharczyk T.E.). 1ul produktu PCR zawieszonego w
10 pul obcigzacza (Zhou i wsp., 2007) zdenaturowano w temperaturze 95°C przez
7 min i schtodzono na lodzie. Nastepnie wykonano elektroforeze pionowa na
10% zelu poliakrylamidowym (K. Kucharczyk T.E., Polska) z dodatkiem 5%
glicerolu w buforze 0,5 TBE. Przebiegata ona w czterech etapach: 1)
preelektoforeza w temperaturze 20°C przez 100Vh, 2) faza | w temperaturze 15
°C przez 800Vh, 3) faza Il w temperaturze 10 °C, przez 800Vh oraz 4) faza Il w
temperaturze 5°C prze 800Vh. Zele wizualizowano poprzez wysrebrzanie przy
uzyciu kitu Silver Stain Kit (Kucharczyk Techniki Elektroforetyczne Sp.z o.0.,
Polska) i archiwizowano w postaci zdje¢ zrobionych za pomoca aparatu G:Box
Chemi XRS5, (Syngene, Wielka Brytania).

3.7. SEKWENCJONOWANIE FRAGMENTU GENU CAPN3

Produkty PCR osobnikéw homozygotycznych oraz heterozygotycznych
reprezentujacych specyficzne profile prazkow MSSCP oczyszczono przy uzyciu
zestawu  odczynnikow  ExoSAP-IT®Affymetrix (USA) 1 poddano
sekwencjonowaniu w obu kierunkach w firmie Genomed (Warszawa).

W celu przeszukania bazy danych NCBI GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) w poszukiwaniu sekwencji homologicznych do
sekwencji otrzymanych w wyniku sekwencjonowania wykorzystano algorytm
BLAST. Nastgpnie sekwencje nukleotydowe osobnikow homozygotycznych i
heterozygotycznych dopasowano i poréwnano wzgledem siebie i sekwencji
alleli: 01, 02 oraz 04 (numery GenBank odpowiednio: DQ660376.1,
DQ660377.1 oraz JN940729.1) obejmujacych 10. ekson genu CAPN3 owiec przy
pomocy programu DNA Dragon firmy Sequentix (Niemcy).

3.8. ANALIZOWANE CECHY UZYTKOWOSCI TUCZNEJ |
MIESNEJ

Dane dotyczace pici, typu urodzenia oraz cech uzytkowo$ci migsnej,
badanych owiec ras kamieniecka i pomorska zostaty udost¢pnione przez Zaktad
Hodowli Owiec i K6z Uniwersytetu Warminsko — Mazurskiego w Olsztynie.
Pochodzily one z dokumentacji hodowlanej prowadzonej przez Zwigzek
Hodowcoéw Owiec 1 Koz zgodnie z wytycznymi wlasciwymi dla regionu. Dane
dotyczace owiec rasy merynos barwny zostalty zebrane w Instytucie Zootechniki
Panstwowego Instytutu Badawczego, Zaktadu Doswiadczalnego Kotuda Wielka
w ramach grantu nr NN311 521440 finansowanego prze Narodowe Centrum
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Nauki zrealizowanego w Zaktadzie Genetyki i Podstaw Hodowli Zwierzat
Uniwersytetu Technologiczno — Przyrodniczego w Bydgoszczy.

3.8.1. Masa ciala jagniat i ich przyrosty

Masg ciata i przyrosty dobowe kontrolowano w poszczegolnych okresach
zycia 273 jagniat.

W badanych grupach owiec ras kamieniecka, pomorska i merynos barwny
kontrolowano mase ciata w 2. i 56. dniu zycia zwierzat. Przyrosty masy ciata
pomigdzy 2. a 56. dniem zycia jagniat obliczono wykorzystujac wyniki wazen
zgodnie z ponizszymi wzorami.

Srednie dobowe przyrosty masy ciata jagniat [g] pomiedzy 2. a 56. dniem
zycia wyliczono wedtug wzorow:

Mse— M
54

P2—56 = X 1000

gdzie:

P..s6 — przyrosty masy ciata zwierzecia w przedziale wickowym 2-56 dni
wyrazone w gramach
Mss, M2 — masy ciata jagniat w wieku 2 1 56 dni, wyrazone w kilogramach

3.8.2. Ocena poubojowa jagniat

Sposrod badanych zwierzat 30 osobnikow rasy merynos polski odmiany
barwnej zostato poddanych ubojowi w ramach grantu nr NN311 521440
finansowanego prze Narodowe Centrum Nauki zrealizowanego w Zakladzie
Genetyki 1 Podstaw Hodowli Zwierzat Uniwersytetu Technologiczno —
Przyrodniczego w Bydgoszczy wg procedur opisanych przez Krupinskiego i wsp.
(2009). Wsrod nich byly same tryczki. Tusze zwierzat podzielono na
poszczegbdlne wyreby i wykonano pomiary wg metodyki Krupinskiego i wsp.
(2009):

1. Masa partii przodu [g]
2. Masa partii srodka [g]
3. Masa partii zadu [g]
4. Masa szyi [0]
5. Masa goleni przedniej [g]
6. Masa karkowki [g]
7. Masa topatki [g]
8. Masa taty i mostka z zebrami [g]
9. Masa antrykotu [g]
10. Masa combra [g]
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11. Masa poledwiczki [g]

12. Masa goleni tylnej [g]

13. Masa udzca [g]

14. Masa udzca przed dysekcja [g]

15. Masa tkanki migsniowej w udzcu [g]

16. Masa tkanka tluszczowej w udzcu [g]

17. Masa tkanka kostnej w udzcu [g]

18. Procentowa [%] zawarto$¢ tkanki migsniowej w udzcu
19. Procentowa [%] zawartos¢ tkanki thuszczowej w udzcu
20. Procentowa [%] zawarto$¢ tkanki kostnej w udzcu

3.9. OPRACOWANIE STATYSTYCZNE

Na podstawie wynikow reakcji RFLP oszacowano frekwencje alleli i
genotypow W trzech analizowanych locus: Mspl/CAST, Ncol/CAST,
Hin6/CAST. Nastgpnie obliczono czestoSci wystgpowania  genotypoéw
uzyskanych jako zestawione kombinacje z trzech loci CAST analizowanych
metodg PCR-RFLP. Natomiast wyniki reakcji MSSCP postuzyty do obliczenia
frekwencji alleli, i genotypow dla kazdej rasy oddzielnie (Palmer i wsp., 2000;
Greguta-Kania, 2011). Dla danych dotyczacych genotypoéw wykrytych metoda
RFLP oraz MSSCP wykonano analize sprawdzajaca czy populacja jest w
rownowadze Hardy’ego-Weinberga stosujac test zgodnosci y2.

Charakterystyke statystyczng mas ciata jagnigt w 2. i 56. dniu oraz
przyrostow dobowych przeprowadzono w oparciu o wyliczenia podstawowych

miar potozenia i zmiennosci takich jak: srednia arytmetyczna (Y) i odchylenie
standardowe (S, ). Obliczenia wykonano osobno dla kazdej rasy jagniat.

Analize wptyw polimorfizmu genéw kalpastatyny i kalpainy 3 na badane
cechy uzytkowosci migsnej wykonano, stosujac wieloczynnikowa analize
wariancji wykonang w dwoch wariantach. W tym celu stworzono modele liniowe
oddzielne dla kazdej wykorzystanej metody badania molekularnego (RFLP i
MSSCP). Analiz¢ wariancji wykonano dla kazdej rasy osobno, uwzgledniajac
nastgpujace czynniki: genotyp, pte¢ oraz typ urodzenia (model 1 -—
trojczynnikowy).
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Model 1.
yijki = + ai+ bj+ ck+ (ab)ij+ (ac)ik + (bc)jk + eiji

gdzie:
yijki — badana cecha
u — Srednia
ai — wplyw plci jagnigcia (Samiec, samica)
bj — wplyw typu urodzenia jagnigcia (pojedynczy, blizniaczy)
cx — wptyw genotypow kalpastatyny/kalpainy 3
(ab)j, (ac)ix,(bc)jk — interakcja pierwszego stopnia migdzy czynnikami
Cijki — b%a,d losowy

Ponadto w ramach przeprowadzonych analiz statystycznych za pomoca analizy
wariancji, biorgc pod uwage wszystkie badane zwierzgta, zastosowano model
uwzgledniajacy: rase, genotyp, pte¢ oraz typ urodzenia (model 2 -
czteroczynnikowy)

Model 2.

Yijkim= p + ai+ bj+ ck+ di + (ab)ij + ... + (cdw) €ijkim

gdzie:
Yijkim — badana cecha
u — Srednia
ai — wplyw plci jagniecia (tryk, maciorka)
bj — wplyw typu urodzenia jagnigcia (pojedynczy, blizniaczy)
cx — wptyw genotypow kalpastatyny/kalpainy 3
di — wpltyw rasy (kamieniecka/ pomorska/ merynos polskie odmiana
barwna)
(ab);j, (ac)ix,(bc)jk — interakcja pierwszego stopnia miedzy czynnikami
eiji— blad losowy

Cechy poubojowe zostaly okreslone jedynie w grupie tryczkoOw merynosa
barwnego, dlatego model liniowy (model 1) uproszczono, zawierat on tylko dwa
czynniki (typ urodzenia oraz genotyp).

W celu stwierdzenia migdzy ktérymi grupami zachodza istotne roznice
pomiedzy $rednimi wartosciami badanych cech iloSciowych zastosowano testy
post hoc Tukey’a.

Ze wzgledu na bardzo matg liczebnos$¢ (n=1), z analiz statystycznych zostaty
wytaczone osobniki o genotypach: BB w locus Hin6l/CAST, oraz cc w obrebie
rasy merynos barwny; jak réwniez osobniki o genotypach cc i cd sposrod jagniat
kamienieckich
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Wszystkie obliczenia zwigzane z opracowaniem statystycznym wykonano
za pomocg programu Statistica v.12 firmy Statsoft.

4. WYNIKI

4.1. IZOLACJA DNA, OCENA JAKOSCIOWA I ILOSCIOWA
DNA, AMPLIFIKACJA ORAZ OCENA JAKOSCIOWA
PRODUKTOW PCR

Wyizolowany przy uzyciu wybranego zestawu do izolacji DNA
charakteryzowal sie¢ wysoka jakoscia 1 zadowalajacym stezeniem.
Elektroforetyczny rozdzial genomowego DNA wykazal obecnos¢ w kazdej
probie pojedynczego prazka bez smug, ktory $wiadczyl o prawidtowo
przeprowadzonej izolacji i o wysokiej jakosci badanych preparatow.
Wykorzystujac aparat NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) otrzymano wyniki
pomiardéw spektrofotometrycznych, na podstawie ktorych stwierdzono, ze
stosunek absorpcji A260 do A280 wahat si¢ pomiedzy 1,7 a 1,9, co potwierdzito
wysoka jako$¢ badanego materialy DNA. Na podstawie uzyskanych wynikow
wykonano rozcienczenia, wyrownujac stezenia DNA we wszystkich probach do
warto$ci 50 ng/ul. W wyniku rozdziatu elektroforetycznego produktu,
otrzymanego po amplifikacji fragmentu genu CAPN3 wg metodyki Zhou i wsp.
(2007), uzyskano wyrazny prazek o dtugosci 168 pz, natomiast w przypadku
produktu PCR, bedacego wynikiem powielenia fragmentu genu CAST wg
metodyki Palmer i wsp. (1998), prazek mial dtugos¢ 622 pz. Wyniki te
potwierdzity prawidlowy, doktadny i specyficzny charakter przeprowadzonych
reakcji PCR.

4.2. REAKCJA RFLP, WYKRYCIE ALLELI I GENOTYPOW
GENU CAST

Dzigki zastosowaniu trzech reakcji RFLP, wykryto polimorfizm w trzech
miejscach restrykcyjnych genu kalpastatyny w objetej badaniami grupie owiec.
Enzym Mspl rozpoznawat tranzycje G/A, enzym Ncol rozpoznawat tranzycje
T/C, a enzym Hin6l transwersj¢ G/T. Zastosowanie wyzej wymienionych
enzymow powodowalo wystgpienie roznic w dlugosciach produktéw
otrzymanych po trawieniu amplikonow o dtugosci 622 pz uzyskanych w reakcji
powielania fragmentu genu CAST. Rezultatem hydrolizy allela M enzymem
restrykcyjnym Mspl byto powstanie dwoch fragmentow o dtugos$ci 336 pz i 286
pz. Natomiast w wyniku hydrolizy allela N enzymem Ncol powstaly dwa
fragmenty o dtugosci 374 pz i 248 pz (Palmer i wsp., 1998). W przypadku allela
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A rozpoznawanego przez enzym Hin6l, w wyniku trawienia powstawaty dwa
fragmenty o dlugosci 342 pz i 280 pz (Palmer i wsp., 2000). Przyktadowe zdj¢cia
rozdziatu elektroforetycznego produktéw reakcji hydrolizy amplikonéw
enzymami restrykcyjnymi przedstawiono na rycinach 1, 2 i 3. Kombinacje
zestawione na podstawie wynikoéw z trzech miejsc restrykcyjnych w locus CAST
zostaly rozpoznane jako haplotypy o nazwie: ,,a”, ,.e”, ,,d”, ,,c” i,b” (Palmer i
wsp., 2000, Greguta-Kania 2011). Haplotypy ,,a”, ,.e”, ,,d”, ,,¢” 1,,b” powstaly z
nastepujacych zestawien, odpowiednio:

M(Mspl)A(Hin61)M(Ncol),

N(MspDA(Hin61)M(Ncol),

N(Mspl)B(Hin61)M(Ncol),

M(Mspl)B(Hin61)M(Ncol),

N(MspD)A(Hin61)N(Ncol).

4.3. REAKCJA MSSCP, WYKRYCIE ALLELI I GENOTYPOW
CAPN3

W wyniku reakcja MSSCP, ktorej poddano amplifikowane w reakcji PCR
fragmentu genu CAPN3 , wykryto tacznie trzy wzory prazkow reprezentujace
trzy allele CAPN3 o nazwie 01, 02, 04. Genotypami homozygotycznymi byty:
01°01; 02’02, a heterozygotycznymi genotypy: 01°02; 01°04 (Rycina 4).
Stwierdzono obecno$¢ kazdego z wykrytych alleli i genotypow we wszystkich
badanych rasach owiec.

4.4, FREKWENCJA ALLELI I GENOTYPOW
4.4.1. Gen CAST

W przeprowadzonych badaniach wiasnych, ktére obejmowaty 273 jagnieta
ras: kamieniecka, pomorska, merynos barwny zidentyfikowano w locus
Mspl/CAST allele M i N (Tabela 3) oraz genotypy MM, MN, NN (Tabela 3). W
locus Ncol/CAST stwierdzono obecnos¢ alleli M i N (Tabela 3) oraz genotypow
MM oraz MN (Tabela 3). Natomiast w locus Hin6l/CAST zidentyfikowano dwa
allele A'i B (Tabela 3), oraz trzy genotypy AA, AB, BB (Tabela 3).

Kombinacje przedstawionych powyzej alleli  z locus Mspl/CAST,
Ncol/CAST i Hin6l/CAST zestawione razem daty pi¢¢ haplotypéw 0 nazwach: a,
b, ¢, d, e w 0smiu uktadach genotypowych: aa, ab, ac, cd, cc, ee, ae, ad (Tabela
4).

We wszystkich trzech rasach objetych badaniami wlasnymi w locus
Mspl/CAST z najwyzsza frekwencja wystepowat genotyp MM. W populacji
owiec kamienieckich frekwencja genotypu MM byta najwyzsza i wynosila
87,01% (Tabela 3), wsroéd owiec rasy pomorskiej wynosita niewiele mniej (87%),
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natomiast najnizsza byta w obrgbie jagnigt rasy merynos barwy (71,88%) (Tabela
3). Jedynie w populacji jagnigt merynos barwny pojawily si¢ osobniki
homozygotyczne o genotypie NN/Mspl, chociaz ich czgstos¢ byta niska i
wynosita 4,16%.

Analiza czgstosci genotypoéw w locus Ncol/CAST wykazata, ze u wszystkich
badanych ras z najwyzsza czestoscia wystepowat genotyp MM - 100% jagniat
rasy kamieniecka i merynos barwny oraz 94% jagnigt pomorskich - byly to
zwierzeta homozygotyczne. Obecnos¢ genotypu MN stwierdzono jedynie w
populacji owiec pomorskich (6%) (Tabela 3).

Analizujac frekwencj¢ genotypow w locus Hin6l/CAST stwierdzono
obecno$¢ dwoch genotypow AA, AB wsrod owiec pomorskich oraz trzech
genotypow AA, AB, BB w populacjach owiec kamienieckich i merynosa
barwnego. Genotypem najczgéciej wystepujacym u  wszystkich trzech
analizowanych w badaniach wtasnych ras byt AA (Tabela 3). W obrebie owiec
kamienieckich jego frekwencja wynosita 85,71%, pomorskich 97,00%, natomiast
w przypadku owiec rasy merynos barwny 64,58% (Tabela 3). W grupie owiec
pomorskich nie zidentyfikowano osobnikéw homozygotycznych o genotypie
BB.

Wyniki analiz dotyczacych kombinacji alleli zestawionych z trzech miejsc
restrykcyjnych w CAST daty mozliwo$¢ utworzenia pigciu haplotypow (a, b, c,
d, e) oraz o$miu genotypow (aa, ab, ac, ad, ae, cc, cd, ee). W obrgbie wszystkich
badanych populacji jagnigt stwierdzono, Zze z najwyzsza czestoscig wystepowat
haplotyp a, natomiast z najnizsza haplotyp d. Nie stwierdzono obecnosci
wszystkich alleli (a, b, c, d, e) oraz wszystkich genotypow (aa, ab, ac, cd, cc, ee,
ae, ad) (Tabela 4) jednoczesnie w zadnej z badanych grup owiec. Wsrdd jagniat
rasy kamieniecka najczesciej wystepujacym genotypem byt aa — 76,62%, a
genotypy cd i cc wystepowaty najrzadziej (1,30%, 1,30%) (Tabela 4). Podobnie
jak w populacji owiec kamienieckich w grupie owiec pomorskich z najwyzsza
czestoscig wystepowat genotyp aa (84,00%), natomiast z najnizszg ac (3,00%)
(Tabela 4). Populacja owiec pomorskich charakteryzowata si¢ najmniejszym
polimorfizmem w zakresie badanych kombinacji haplotypow. Wérod owiec rasy
merynos barwny zaobserwowano cztery sposrod pieciu alleli (a, ¢, d, ) taczace
sie w sze$¢ genotypow (aa, ac, ae, ee, ad, cc) z frekwencja odpowiednio: 41,66%,
29,17%, 18,75%, 4,17%, 5,21%, 1,04% (Tabela 4).

Badania zgodnosci rozkladu empirycznego genotypow z rozktadem
teoretycznym wynikajacym z prawa Hardy’ego — Weinberg’a, za pomocg testu
chi? we wszystkich trzech analizowanych loci CAST wsréd badanych jagnigt
wykazaly, Zze objete badaniami wlasnymi populacje za wyjatkiem jagnigt rasy
kamieniecka w locus Hin6l/CAST nie byty w rownowadze genetyczne;j.

4.4.2. Gen CAPN3

Analiza wynikéw reakcji MSSCP dotyczacych zamplifikowanego
fragmentu genu kalpainy3 o dlugosci 168pz wykazata obecno$¢ trzech alleli
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(Tabela 5) oraz czterech genotypéw 01°01, 01°02, 02°02, 04’01 u trzech
badanych ras owiec. Najwyzszg czgsto$cig wyrdzniat si¢ genotyp 01°02, ktora
wynosita odpowiednio: w obrebie owiec rasy kamieniecka 35,06%, wsrod owiec
pomorskich 69,00%, a w populacji owiec rasy merynos barwny 48,96%. Genotyp
04°01 wystgpowal najrzadziej. Jego obecno$¢ stwierdzono wsrod jagniat
kamienieckich, pomorskich oraz merynosa barwnego, z nastgpujaca czgstoscia:
9,09%, 5,00%, 8,33% (Tabela 5).

4.5. SNP WYKRYTE W GENIE CAPN3

Przeszukanie bazy danych NCBI GenBank przy uzyciu sekwencji
nukleotydowych otrzymanych po sekwencjonowaniu produktow PCR
osobnikéw homozygotycznych pozwolito na znalezienie sekwencji czterech
alleli genu CAPN3 wsrdd owiec: 01, 02, i 04 (Tabela 6). Analiza sekwencji
nukleotydowych otrzymanych w wyniku sekwencjonowania produktow PCR
osobnikdéw reprezentujacych poszczegdlne wzory prazkow MSSCP wykazata, iz
wystapienie czterech roznych profilow fragmentow DNA jest wynikiem
obecnosci polimorfizmow w trzech pozycjach: G/T w pozycji 91. oraz C/T w
pozycji 103. 1 139. (liczac od pierwszego nukleotydu 10. eksonu genu CAPN3 w
sekwencji GenBank nr DQ660376.1). Wszystkie w/w SNP znajduja si¢ w 10.
eksonie 1 obejmuja trzecie pozycje poszczegolnych kodondéw. Sa to mutacje
synonimiczne, czyli takie ktére nie zmieniajag sekwencji aminokwasow w
produkcie biatkowym. W Tabeli 6. przestawiono haplotypy genu CAPN3
wykryte w eksonie 10., natomiast ich graficzne dopasowanie zobrazowano na
Rycinie 3.

4.6. WPLYW POLIMORFIZMU BADANYCH GENOW NA MASE
CIALA ORAZ JEJ PRZYROSTY

Badang populacje jagniat scharakteryzowano statystycznie pod wzgledem
cech mas ciata w 2. i 56. dniu oraz przyrostow dobowych w Tabelach 7-10.
Natomiast wptyw polimorfizmu w genach CAST i CAPN3 w zakresie cech
uzytkowosci migsnej przedstawiono w Tabelach 11-13.

4.6.1. Gen CAST

4.6.1.1. Owce kamienieckie

Zastosowany wieloczynnikowy model analizy wariancji w celu weryfikacji
wplywu badanego polimorfizmu CAST dat podstawy do stwierdzenia, ze W
populacji jagnigt rasy kamienieckiej czynnikiem istotnie statystycznie
roéznicujgcym mase ciala w 56. dniu oraz przyrosty dobowe pomigdzy 2. i 56,
dniem byt genotyp w locus Mspl/CAST (p=0,002). Nie stwierdzono natomiast
statystycznie istotnego powigzania pomigdzy polimorfizmem w locus
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Mspl/CAST a masg ciala w 2. dniu zycia jagnigt kamienieckich (Tabela 8). Masa
ciala jagniat w 2. dniu po urodzeniu byla wyréwnana i wynosita w grupie
osobnikow o genotypie MN (4,94kg), w grupie zwierzat o genotypie MM
(4,93kg). Natomiast najwyzsza S$rednia masa w 56. dniu (17,41kg) oraz
najwyzsze przyrosty dobowe (231,07g) 0znaczono u jagniat z genotypem MM
(Tabela 8).

Populacja owiec kamienieckich byla monomorficzna pod wzglgdem
Ncol/CAST co uniemozliwito oceng wptywu genotypu na analizowane cechy:
masg¢ ciala w 2. 1 56. dniu, oraz przyrosty dobowe. Masa ciala jagniat o genotypie
MM w locus Ncol/CAST w 2. dniu zycia wynosita $rednio 4,94kg, a w 56. dniu
wynosita 17,13kg, natomiast $rednie przyrosty dobowe wynosity 225,77¢
(Tabela 7).

Analizy statystyczne wykonane na podstawie wynikow wazen i badan
molekularnych daly podstawy do stwierdzenia ze czynnikiem istotnie
rdéznicujgcymi mase ciata w 2. dniu zycia owiec byt genotyp w locus Hin6I/CAST
(p=0,017). Istotne roznice stwierdzono pomi¢dzy masg jagniat o genotypie AB i
BB (Tabela 8). Nie wykazano statystycznie istotnego powigzania pomi¢dzy
genotypem w locus Hin6l/CAST a masg ciata w 56. dniu oraz przyrostami
dobowymi masy ciala pomigdzy tymi dniami w badanej grupie owiec
kamienieckich (Tabela 8). Osobniki o genotypie BB/Hin6l charakteryzowaty si¢
najwyzsza Srednig warto$cig masy w 2. dniu (5,70kg) oraz najwyzszymi srednimi
przyrostami dobowymi (233,21g). Natomiast jagnigta o genotypie AA/HIn6l
wyrdznialy si¢ najwyzsza $rednig masg ciata w 56. dniu zycia (17,40kg) (Tabela
8).

Przeprowadzona wieloczynnikowa analiza wariancji dotyczaca haplotypow
CAST wykazata, istotne statystycznie powigzanie pomiedzy polimorfizmem w
genie kalpastatyny a cechami takimi jak: masa ciata w 56. dniu (p=0,0006), oraz
dobowe przyrosty masy (p=0,000205) (Tabela 9). Charakterystyka opisowa
wskazata, ze najwyzszg S$rednig wartoscig masy ciata w 2. dniu (4,97kg)
wyrdznialy si¢ jagnieta o genotypie ae, natomiast najwyzszg srednig mase ciala
w 56. dniu (18,25kg) oraz najwyzsze przyrosty dobowe (250,92g) osiggaly
jagnigta o genotypie ad (Tabela 9). Najnizsza $rednig wartos¢ masy ciata w 2.
dniu zycia jagniat (4,53kg) zaobserwowano wsrdd osobnikow o genotypie ac,
natomiast wsréd osobnikow o genotypie cd wykazano najwyzsze S$rednie
warto$ci masy ciala w 56. dniu (13,54kg) oraz najwyzsze S$rednie wartoSci
przyrostow dobowych mas ciata (154,44Q). Istotne roznice stwierdzono W
zakresie cechy masa ciata w 56. dniu zycia wsrod jagniagt o genotypach: aa i ac,
jak réwniez w obrebie cechy przyrosty dobowe masy ciata w grupie zwierzat o
genotypach aa i ae (Tabela 9).
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4.6.1.2. Owce pomorskie

Wséréd badanych jagniat pomorskich poddanych kontroli masy ciata i
przyrostow dobowych nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic w obrebie
tych cech pomigdzy grupami jagniat o zrdéznicowanych polimorficznie
genotypach CAST we wszystkich trzech analizowanych loci. W locus Ncol/CAST
najwyzsza $rednig mase ciata w 2. dniu zycia (4,24kg) zaobserwowano wsrod
owiec o genotypie MM, a najnizszg $rednig mas¢ ciala w 2. dniu wyrdzniaty sie
osobniki MN (4,02kg). Natomiast w 56. dniu zycia jagniat osobniki o genotypie
MN w locus Ncol/CAST charakteryzowaly si¢ najwyzsza $rednig masg ciata
(21,61kg), a osobniki o genotypie MM najnizsza (21,57kg). Najwyzsze $rednie
przyrosty dobowe pomiedzy 2. a 56. dniem zycia stwierdzono wsréd zwierzat o
genotypie MN (325,75¢) (Tabela 8).

W locus Mspl/CAST podobnie jak w locus Ncol/CAST wykazano, ze
genotyp nie jest czynnikiem istotnie statystycznie roznicujacym analizowane
cechy ilosciowe. Osobniki o genotypie MM/Mspl wyrdznialy si¢ najwyzsza
$rednig masg ciata w 2. dniu po urodzeniu (4,24kg), a osobniki o genotypie MN
odznaczaly si¢ najwyzszg $rednig masg ciata w 56. dniu (21,60kg) oraz
najwyzszymi przyrostami dobowymi pomiedzy 2.a 56. dniem zycia (323,87Q)
(Tabela 8).

Jagnieta 0 genotypie AA w locus Hin6l/CAST odznaczaly si¢ najwyzsza
$rednig masg ciata (4,23kg) w 2. dniu, a jagni¢ta o genotypie AB najwyzsza
$rednia masg ciata w 56. dniu (22,02kg) oraz najwyzszymi przyrostami
dobowymi (336,74g) (Tabela 8). Nie stwierdzono istotnego powigzania
pomiedzy genotypem w locus Hin6l/CAST a analizowanymi cechami (Tabela 8).

Analizujgc warto$ci badanych cech dotyczacych wzrostu jagnigt do wieku
56 dni w zaleznosci od haplotypow stwierdzono, ze najwyzsza $rednig masa ciala
w 2. dniu wyrdznialy si¢ jagnigta o genotypie aa (4,25kg), a w 56. dniu zwierzgta
0 genotypie ac (22,02kg). Wyrézniaty sie¢ one rowniez najwyzszym $rednim
przyrostem dobowym wynoszacym srednio 336,74g. Jednak roznice te nie byly
statystycznie istotne.

4.6.1.3. Merynos polski odmiana barwna

Stosujac  wieloczynnikowy model analizy wariancji do opracowania
statystycznego wynikow W badaniach dotyczacych jagnigt rasy merynos barwny
wykazano, ze genotyp w locus Mspl/CAST byt czynnikiem istotnie statystycznie
roznicujgcymi mase ciata w 56. dniu (p=0,005) oraz przyrosty dobowe masy ciata
(p=0,003) (Tabela 8). Osobniki o genotypie MN/MspI cechowata najwyzsza
$rednia masa ciala w 2. dniu zycia (4,94kg), a osobniki o genotypie NN/Mspl
odznaczaly sie najwyzszg masg ciala w 56. dniu zycia (20,30kg) oraz
najwyzszymi $rednimi przyrostami dobowymi (291,209) (Tabela 8).

Roéwniez nie stwierdzono istotnego wplywu genotypu Ncol/CAST na mase
ciata w 2. i 56. dniu zycia jagniat, oraz na ich przyrosty dobowe (Tabela 8). Wsrod
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jagnigt merynos barwny w locus Ncol/CAST $rednia masa ciata w 2. dniu
wynosita 4,85kg, w 56. dniu 19,19kg, a $rednie przyrosty dobowe wynosity
265,689 (Tabela 8).

Analizy statystyczny wykonane na podstawie wynikow w locus Hin61/CAST
nie wykazaly statystycznie istotnych powiazan pomiedzy stwierdzonym
polimorfizmem w locus Hin6l/CAST a masg ciata w 2., 56. dniu zycia oraz
przyrostami dobowymi (Tabela 8). Osobniki o genotypie BB/HinG6lI
charakteryzowaty si¢ najwyzsza Srednig masa ciata w 2. dniu (5,30kg), najnizsza
srednig masg ciata w 56. dniu (18,00kg) i najnizszymi $rednimi przyrostami
dobowymi (235,189). Zwierzgta o genotypie AA/HIn6l cechowata najwyzsza
srednia masa ciata w 56. dniu (19,69kg) oraz najwyzsze Srednie przyrosty
dobowe (274,13g) (Tabela 8).

Wieloczynnikowa analiza wariancji dotyczaca haplotypéw CAST wykazata,
Ze nie sg one czynnikami istotnie réznicujgcymi mase ciata w 2. dniu (p=0,91),
ale roznicuja istotnie statystycznie takie cechy jak: masa ciala w 56. dniu
(p=0,014), oraz dobowe przyrosty masy (p=0,012) (Tabela 9). Istotne
statystycznie rdznice w zakresie cechy: masa ciata w 56. dniu zaobserwowano
pomiedzy osobnikami o genotypach ae i ac, oraz aa i ac, natomiast dla cechy
przyrosty dobowe istotnie statystycznie réznigcymi si¢ genotypami byly aa i ac.
Charakterystyka opisowa wykazata, ze najwyzsza Srednig wartoscig masy ciata
w 2. dniu (5,08kg) oraz w 56. dniu (20,29kg) wyrdznialy si¢ jagnicta 0 zwierzeta
0 genotypie aa, natomiast a najwyzszymi przyrostami masy (291,20g) wyrdzniaty
si¢ jagnieta 0 genotypie ee (Tabela 9).

4.6.2. Gen CAPN3

4.6.2.1. Owce kamienieckie

Analizujac wyniki dotyczace mas ciala oraz przyrostow dobowych jagniat
kamienieckich w zaleznosci od polimorfizmu genu CAPN3, stwierdzono, ze
wsrod owiec kamienieckich najwyzsza masg ciata w 2. dniu wyr6zniaty sie
jagnieta o genotypie 02°02 (5,01kg), a najnizszg - 4,86kg osobniki o genotypie
01°02. Osobniki o genotypie 04’01 cechowala najwyzsza masa ciata w 56. dniu
oraz najwieksze przyrosty dobowe (247,00g) (Tabela 10). Jednakze roznice te
byly statystycznie nieistotne.

4.6.2.2. Owce pomorskie

Sposrod owiec pomorskich najwyzszg $rednig masa ciata w 2. dniu zycia
odznaczaly si¢ osobniki o genotypie 01°01 (4,38Kg), a najnizszg zwierzeta o
genotypie 01°02 (4,17kg) (Tabela 10). Wsrod jagniat o genotypie 03°01
zaobserwowano najwyzszg $rednig masg¢ ciata w 56. dniu (22,66g) oraz
najwyzsze Srednie przyrosty dobowe (340,34g). Najnizsze przyrosty dobowe
stwierdzono w obrebie jagniagt o genotypie 01°01 (308,87g) (Tabela 10). Pod
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wzgledem badanych genotypéw rdéznice dotyczace analizowanych cech
ilo§ciowych nie byly istotne statystycznie.

4.6.2.3. Merynos polski odmiana barwna

Analizujac cechy dotyczace jagnigt merynosa barwnego wykazano, ze
osobniki o genotypie 01°01 charakteryzowatly si¢ najwyzsza masa ciata w 2. dniu
(5,02kg) oraz 56. dniu (19,30kg). Najwigksze przyrosty dobowe stwierdzono
wsrod osobnikéw 0 genotypie 04°01 (279,63g). Jagnigta o genotypie 02°02
wyroznialy si¢ najnizsza $rednig masg ciata w 56. dniu zycia (18,46kg) oraz
najnizszymi $rednimi przyrostami dobowymi masy ciata (254,04g) (Tabela 10).
Zastosowany wieloczynnikowy model analizy wariancji nie wykazat istotnego
statystycznie powigzania genotypu W locus CAPN3 z masg ciata w 2., 56. dniu
zycia oraz z przyrostami dobowymi (Tabela 10).

4.7. WPLYW POLIMORFIZMU BADANYCH GENOW NA
ANALIZOWANE CECHY POUBOJOWE

W grupie badanych jagnigt rasy merynos polski odmiana barwna nie
stwierdzono istotnego statystycznie powigzania pomiedzy genotypami genu
kalpastatyny w locus: Mspl/CAST, Ncol/CAST, Hin6l/CAST oraz haplotypami
z analizowanymi cechami poubojowymi (Tabele 11,12).

Wyniki wieloczynnikowej analizy wariancji dotyczace osobnikow rasy
merynos barwny wskazaty istotny wptyw genotypu w locus CAPN3 na mase
tkanki kostnej w udzcu [g] (p=0,025) oraz na procentowsg zawarto$¢ tkanki
mig$niowej w udzcu (p=0,021) (Tabela 13). Istotne statystycznie réznice dla
cechy masa tkanki kostnej w udzcu stwierdzono pomiedzy zwierzgtami o
genotypach 02°02 i 01’01, wskazujac na przewagg tryczkow o genotypie 02°02
(p=0,019). Analiza wynikow procentowej zawartosci tkanki mie$niowej w udzcu
wykazata istotne rdéznice pomiedzy osobnikami 02°02 a 01°01. Procentowa
zawarto$¢ tkanki mig$niowej w udzcu byta istotnie wyzsza w przypadku grupy
01°01 (p=0,019) (Tabela 13). Osobniki z genotypem 02°02 w locus CAPN3
wyrdznialy sie najwyzszymi S$rednimi warto$ciami analizowanych cech

poubojowych (Tabela 13).

5. DYSKUSJA

Dynamiczny rozwdj technik genetyki molekularnej umozliwia coraz
szybszg 1 bardziej doktadng oceng¢ zwierzat pod katem pozadanych cech oraz
pozwala na prowadzenie ukierunkowanej selekcji. Wykorzystanie odpowiednich
metod detekcji polimorfizméw zalezy przede wszystkim od celu hodowlanego,
dostepnosci aparatury badawczej oraz zasobow finansowych i czasowych.
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W badaniach wilasnych wykorzystano trzy techniki molekularne: PCR-
RFLP, MSSCP oraz sekwencjonowanie. Analizy PCR-RFLP pozwolity
zidentyfikowa¢ genotypy genu kalpastatyny w locus Mspl, Ncol, Hin6l w
populacji jagniat trzech ras: kamieniecka, pomorska i merynos barwny. Technika
MSSCP zostala wykorzystana do wykrycia polimorfizmu w eksonie 10. genu
kalpaina3 ws$rod wszystkich badanych ras. Sekwencjonowanie umozliwito
oznaczenie kolejnosci nukleotydow charakterystycznej dla poszczegodlnych
wzorcow prazkow otrzymanych metodg MSSCP.

Analiza polimorfizmu genu kalpastatyny w locus Mspl w badaniach
wlasnych wykazata obecno$§¢ dwodch alleli (M i N) w grupie jagnigt
kamienieckich, pomorskich i merynos barwny. Takze Szkudlarek-Kowalczyk i
wsp. w 2011, badajac owce merynosa polskiego utrzymywane w 6 stadach
doniesli o wystepowaniu dwoch alleli M i N w locus Mspl/CAST. Rowniez
Nassiry i wsp. (2007) badajac iranskie owce kurdi, stwierdzili obecnos¢ alleli M
i N w locus Mspl/CAST. Do podobnych stwierdzen doszli Palmer i wsp (1998),
Suleman i wsp. (2012) oraz Gabor i wsp. (2009) na podstawie badan
polimorfizmu genu CAST w obrebie wielu roznych ras owiec.

Wsrod owiec kamienieckich i pomorskich w badaniach wilasnych
zaobserwowano znacznie wyzsza czgstos¢ allela M niz allela N. Podobne wyniki
(M=94%, N=6%) podaja Gabor i wsp. (2009) w oparciu o badania 96 zwierzat
reprezentujacych pie¢ ras owiec utrzymywanych na Stowacji. Shahroudi i wsp.
(2006), badajac 100 osobnikdéw iranskiej rasy karakul, réwniez stwierdzili
wysoka frekwencje allela M/Mspl w genie kalpastatyny, gdzie allel M
wystepowat z czestoscig 79%, a N 21%.

Do podobnych stwierdzen jak w badaniach wtasnych dotyczacych jagniat
merynosa barwnego doszli Suleman i wsp. (2012). Badajac polimorfizm genu
CAST wsrod pakistanskich owiec lohi doniesli, ze allel M wystepowat z
czestoscig 87%, a frekwencja allela N wynosita 13%. Rowniez Szkudlarek-
Kowalczyk i wsp. (2011) wykazali, ze w grupie owiec merynos polski frekwencje
zidentyfikowanych alleli w locus Mspl/CAST wynosity odpowiednio: M=84,5%,
N=15,5%. Takze Dehnavi i wsp. w 2012 na podstawie badan 200 iranskich owiec
zel wykazali, ze allel M/Mspl wystepowat z wyzsza czestoscig niz allel N/Mspl.
Frekwencja allela M wynosita 85,5%, a allela N byta réwna 14,5% (Dehnavi i
wsp., 20012). Mohammadi i wsp. (2008) podaja podobne do otrzymanych w
badaniach wilasnych frekwencje alleli w locus Mspl/CAST w populacji 111 owiec
arabskich pochodzacych z Iranu. Allel M wystapit z czestoscig 85%, natomiast
frekwencja allela N wynosita 15%) (Mohammadi i wsp., 2008).

Odmienny stosunek liczbowy pod wzgledem frekwencji alleli w obrebie
genu kalpastatny w porownaniu do badan wlasnych stwierdzono w analizach
przeprowadzonych przez Elyasi i wsp. (2009) w obrebie populacji trzech ras
owiec ghezel, arkhamerino i ich mieszancow. Frekwencje alleli wynosily
odpowiedni: M=53%, N=47% (Elyasi i wsp., 2009).

Sposrod wszystkich trzech badanych ras jedynie w grupie jagnigt merynosa
barwnego stwierdzono obecno$¢ wszystkich trzech genotypow MM, MN, NN w
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locus Mspl/CAST (MM=71,88%, MN=23,96%, NN=4,17%). Podobne jak w
badaniach wilasnych wartosci frekwencji genotypow CAST podaje Kaczor
(2006), ktora badata mieszance merynos polski x owca romanowska oraz
populacje rasy plennej owiec olkuskich. Czesto$¢ uzyskanych genotypow w
wynikach Kaczor (2006) w grupie mieszancow przedstawiala si¢ nastgpujgco:
MM=68%, MN=27%, NN=5%, a w przypadku owcy olkuskiej, frekwencje
genotypoéw wynosilty: MM=68,2%, MN=227%, NN=9,1% (Kaczor, 2006).
Roéwniez Dehnavi i wsp. (2012), prowadzac badania wsrod populacji iranskich
owiec stwierdzili obecnos¢ trzech genotypow o frekwencjach MM=75%,
MN=21%, NN=4%. Zblizone wartosci frekwencji genotypéw padaja Nassiry i
wsp. (2007), ktorzy w obrebie populacji owiec kurdi wykazali, ze az 76%
osobnikoéw wyrdzniato si¢ genotypem homozygotycznym MM w  locus
Mspl/CAST. Badania przeprowadzone w populacji owiec indonezyjskich przez
Sutikno 1 wsp. (2011) wykazaty podobnie jak w badaniach wtasnych obecno$é¢
trzech genotypow w locus Mspl/CAST (MM=75%, MN=23%, NN=2%). Takze
Khan i wsp. (2012) stwierdzili obecnos¢ trzech genotypéw MM, MN i NN w
locus Mspl/CAST wsrod pakistanskich owiec rasy kajli.

Nieco odmienne wyniki od tych uzyskanych w badaniach wlasnych
wykazano, badajac iranskie owce dalagh, u ktorych stwierdzono obecnos¢
rowniez trzech genotypow w locus Mspl/CAST, ale o nieco réznych od powyzej
opisanych frekwencjach: MM=36%, MN=38%, NN=26% (Azari i wsp., 2012).

W obrebie populacji owiec kamienieckich i pomorskich w badaniach
wilasnych stwierdzono obecno$¢ dwoch genotypow w locus Mspl/CAST: MM i
MN, podobnie jak w obrebie owiec rasy ile de france w badaniach Szkudlarek-
Kowalczyk i wsp. (2011), gdzie czgstos¢ genotypu MM wynosita 90% i byla
znacznie wyzsza niz MN, ktora wynosila 10%. Takze Gabor i wsp. (2009),
analizujgc polimorfizm wsrdd pigciu ras owiec utrzymywanych na Slowacji
wykazali podobne frekwencje dwoch wykrytych genotypow (M=87%, N=13%).
Do podobnych stwierdzen w wyniku badan nad polimorfizmem w genie CAST,
w obrebie owiec ras suffolk i polskich owiec dlugoweknistych, doszta Kaczor
(2006), ktora wykazata, ze frekwencja heterozygot MM wynosita odpowiednio
97,5% 1 79%, a genotyp MN wystepowat z cz¢stoscig odpowiednio 2,5% 1 21%.
Rowniez Nassiry 1 wsp., (2007) wykazali w populacji iranskich owiec kurdi
obecno$¢ dwoch genotypow MM i MN w locus Mspl/CAST, ktorych frekwencje
wynosity odpowiednio 76% i 24%.

Nieco odmienne od wynikow uzyskanych w badaniach wlasnych warto$ci
frekwencji genotypow CAST podaja Elyasi i wsp., (2005) badajac populacje
owiec arkhamerino i mieszancow ghezel x arkhamerino. Zaobserwowane
genotypy MN/Mspl w obrebie owiec arkhamerino wystepowaly z czgsto$cig
47,62%, a wsérdd mieszancow ghezel x arkhamerino frekwencja MN/Mspl
wynosita 46,67% (Elyasi i wsp., 2005).

Na podstawie badan wilasnych stwierdzono niewielkie zrdéznicowanie w
locus Ncol/CAST wsérdd ras kamieniecka i pomorska, u ktorych wykazano
obecnos¢ tylko allela M. Obecnos¢ allela N wykazano jedynie w grupie owiec
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pomorskich, ale jego frekwencja byta niska i wynosita 3%. Badania Szkudlarek
— Kowalczyk i wsp. (2011) dotyczace owiec rasy czarnogitowka daly wynik
wyzszy od uzyskanego w badaniach wlasnych. Frekwencja allela N/Ncol
wynosita 18,6%. Rowniez Dehnavi i wsp. (2012) badajac owce iranskie wykazali
wyzsza niz uzyskana w badaniach wlasnych frekwencje allela N/Ncol (14,5%).
Nieco nizsza czestos$¢ allela N/Ncol wynoszaca 2,4% stwierdzili Szkudlarek -
Kowalczyk i wsp. (2010) w populacji owiec kamienieckich. W badaniach
wiasnych nie stwierdzono obecno$ci allela N wséréd owiec kamienieckich i
merynosa barwnego. Do podobnych wnioskéw doszta Szkudlarek-Kowalczyk w
2011 roku, badajac populacje owiec ras merynos polski, berrichon du cher i
czarnogtowka. Natomiast Sutikno i wsp. (2011), analizujgc populacje owiec
indonezyjskich wykazali podobnie jak w badaniach witasnych wsrod owiec
pomorskich obecnos¢ dwoch genotypow w locus Ncol/CAST (MM=92%,
MN=8%).

W locus Hin6l/CAST w badaniach wtasnych wykazano obecno$¢ dwoch
alleli. Allel A zdecydowanie przewyzszal czgstosciag wystgpowania allel B.
Najwyzszy poziom allelomorfa B stwierdzono wsrdd owiec merynos barwny
(18,23%), mniejszy u populacji owiec kamienieckich (8,44%) i najmniejszy w
obrebie owiec pomorskich (1,5%). Podobne wyniki uzyskali Wisniewska i wsp.
(2011) wsrod owiec kamienieckich, gdzie frekwencja allela B byta znacznie
nizsza niz allela A 1 wyniosta 15%. Zblizone frekwencje stwierdzili Szkudlarek-
Kowalczyk i wsp. (2011) w grupie owiec kotudzkich, gdzie allel A (96,05%)
wystepowat z czesto$cig znacznie wyzsza niz allel B (3,50%).

W badaniach wlasnych wsrod osobnikéw rasy kamieniecka i merynos
barwny stwierdzono obecnos¢ trzech genotypow: AA, AB, BB. Szkudlarek-
Kowalczyk i wsp. (2011), ktorzy prowadzili badania nad polimorfizmem w locus
Hin6/CAST w obrgbie ras merynos polski, berrichon du cher i czarnogtowka
stwierdzili obecnos¢ tylko dwoch genotypow (AA, AB). Natomiast w populacji
owiec pomorskich w badaniach wlasnych wykazano obecno$é¢ tylko dwoch
genotypow: AA, AB, w przeciwienstwie do badan Wisniewskiej i wsp. (2011),
ktorzy wykazali obecno$¢ trzech genotypow, sposrod ktorych genotyp BB
wystapit z czgstoscig 1%. W badaniach wiasnych genotyp AA wystgpowat z
najwyzsza czestoscig we wszystkich badanych rasach.

Zestawienie wszystkich trzech wyzej opisanych alleli w locus Mspl/CAST,
Ncol/CAST i Hin6ICAST pozwolito otrzyma¢ haplotypy o nazwach a, ¢, d, e
(Greguta-Kania 2011, Palmer i wsp., 2000). Kombinacje alleli, ktore stworzyty
konkretne haplotypy: a, b, c, d, e to odpowiednio: MmspiyAinstyMncory, Nmsp)
ArinenNncory,  MmspnBrinenMvcory,  NomspyBrinenMvcony, — NmspyAHinety Mncory.-
Wszystkich pieciu haplotypow nie stwierdzono u zadnej z badanych ras owiec.
Cztery haplotypy stwierdzono w populacji owiec merynos barwny oraz
kamieniecka (a, c, d, e). Haplotyp b stwierdzono jedynie u owiec pomorskich,
gdzie tacznie wykazano obecno$¢ réwniez czterech haplotypdéw (a, b, c, e).
Greguta-Kania i Gruszecki (2007) badajac populacje owiec plenno-migsnych
syntetycznych linii BCP i SCP podobnie do wynikow badan wiasnych stwierdzili
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obecnos$¢ czterech haplotypow (a, b, ¢, d). Takze Greguta-Kania (2011),
prowadzgc badania nad polimorfizmem w genie CAST wsrod owiec
syntetycznych linii BCP i SCP wykazata obecno$¢ czterech tych samych
haplotypéw (a, b, c, e).

Na podstawie badan wlasnych wykazano obecno$¢ oSmiu genotypow: aa,
ab, ac, ad, ae, cc, ee, cd. Z najwyzsza frekwencja w trzech badanych grupach
rasowych wystepowat genotyp aa, a z najnizsza genotyp cc (1%) i cd (1%) w
obrgbie owiec kamienieckich, ab (6%) wsrdéd owiec pomorskich i cc (1%) w
populacji owiec merynosa barwnego.

Oprocz techniki PCR-RFLP metoda czesto wykorzystywang do wykrywania
polimorfizmu genetycznego jest SSCP, ktora postuzyli sic Roberts i wsp. (1996),
badajac populacje owiec dorset down oraz corriedale pod wzgledem
polimorfizmu w genie CAST. Na podstawie wynikow analiz wykazali obecnos¢
trzech alleli: a, b, ¢ i czterech genotypow CAST: ab, bc, ac, aa. Podobnie
Ranjabari i wsp. (2012) w wyniku badan nad polimorfizmem genu kalpastatyny
wsrod owiec makoei wykazali obecnos¢ trzech alleli: A, B, C oraz czterech
genotypow: AA, BB, AB i1 AC, ktorych frekwencje wynosity odpowiednio 31%,
4%, 63% i 2% (Ranjabari i wsp., 2012).

Analiza polimorfizmu metoda PCR-RFLP w locus Mspl/CAST w  obrgbie
owiec kamienieckich wykazata istotny statystycznie wptyw genotypu w locus
Mspl/CAST na mase ciata w 56. dniu zycia jagniat (p=0,002). Natomiast w locus
Hin6l stwierdzono istotnie statystyczne powigzanie genotypu z masa ciata w 2.
dniu zycia (p=0,017). Ze wzglgdu na monomorficznos¢ populacji owiec
kamienieckich pod wzgledem Ncol/CAST niemozliwe byto przeprowadzenie
analiz powiazania genotypu w locus Ncol/CAST z cechami: masa ciata i przyrosty
dobowe. Na podstawie badan wilasnych w grupie owiec pomorskich nie
stwierdzono istotnego statystycznie powigzania pomiedzy genotypem a
analizowanymi cechami zwierzat. Wsrod badanych jagniat rasy merynos barwny
w locus Mspl/CAST stwierdzono istotny wplyw genotypu na mase ciata w 56.
dniu zycia oraz na przyrosty dobowe miedzy 2. a 56. dniem. Natomiast nie
wykazano istotnie statystycznego powigzania pomiedzy genotypem w locus
Ncol/CAST i Hin6l/CAST a badanymi cechami wsérdéd jagnigt merynosa
barwnego. Do podobnych stwierdzen doszta Szkudlarek — Kowalczyk (2014),
ktéra badajac owce ile de france wykazata istotny statystycznie wplyw genotypu
w locus Mspl/CAST na mase ciata w 30. i 70. dniu zycia oraz na przyrosty
pomigdzy 10. a 30. dniem zycia jagniagt. Osobniki o genotypie MN/Mspl
charakteryzowaty si¢ wyzszymi warto$ciami tych cech.

Natomiast nieco odmienne do badan wilasnych wyniki dotyczace istotnie
statystycznego braku powiazania pomigdzy grupami zrdznicowanymi
genotypowo w locus Mspl/CAST a masa ciala rocznych jagniat stwierdzit
Dehnavi i wsp. (2012) wérdd iranskich owiec zel. Mimo braku istotnych r6zni¢
Dehnavi i wsp. wykazali, ze najwyzszg wartoscia badanej cechy
charakteryzowaty si¢ zwierzgta 0 genotypie MN/Mspl. Takze wsrod owiec
kamienieckich objetych badaniami wlasnymi osobniki o genotypie MN/Mspl
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charakteryzowaty si¢ najwyzsza §rednig masa ciata w 2. dniu zycia. W obrebie
owiec pomorskich zwierzeta o genotypie MN/Mspl i MN/Ncol cechowata
najwyzsza masa ciata w 56. dniu oraz najwyzsze przyrosty dobowe. W
przeciwienstwie do badan wtasnych nie wykazano wptywu genotypu genu CAST
na mas¢ ciala indonezyjskich jagniat badanych przez Sutikno i wsp. (2011) -
najwyzszymi wartosciami badanych cech charakteryzowaly si¢ osobniki o
genotypie MM/Mspl i MM/Ncol.

Do podobnych do badan wtasnych stwierdzen doszli Khan i wsp. (2012)
badajac pakistanskie owce kajli, ktorzy wykazali istotny statystycznie wptyw
genotypu CAST na $rednie dobowe przyrosty od urodzenia do 4. miesigca zycia
jagnigt. Natomiast w drugiej badanej przez Khan i wsp. rasie owiec balkhi
wykazano obecno$¢ dwoch genotypow MM/Mspl i MN/Mspl, ktore istotnie
statystycznie roznicowaly badane grupy jagniat w zakresie cech: srednie dobowe
przyrosty od urodzenia do 4. miesigca oraz $rednie dobowe przyrosty migdzy 4.
a 8. miesigcem zycia.

Zestawienie wynikow z analiz PCR-RFLP w trzech miejscach
restrykcyjnych wykazato obecno$¢ szesciu genotypoéw w populacji merynosa
barwnego i wsréd owiec kamienieckich oraz czterech genotypéw w obrebie
owiec pomorskich. Réwniez Szkudlarek — Kowalczyk (2014) stwierdzita wsrod
owiec kotudzkich i mieszancow owiec kotudzkich x ile de france obecnosé¢
szeéciu genotypOw (aa, ab, ac, ae, be, ee), a w grupie owiec ile de france wykazata
obecno$¢ czterech (aa, ac, ae, ce) sposrod siedmiu zidentyfikowanych w calej
analizowanej populacji genotypéw. W badaniach wiasnych wsrod owiec
kamienieckich i pomorskich nie stwierdzono istotnego statystycznie powigzania
genotypow z masg ciata w 2., 56. dniu oraz przyrostami dobowymi masy ciata.
Takze Szkudlarek — Kowalczyk (2014), badajac polimorfizm genu CAST w
obrebie owiec kotudzkich i mieszancow owiec kotudzkich X ile de france nie
stwierdzila istotnie statystycznego wptywu genotypu na masg¢ ciala w 2., 56. dniu
oraz przyrosty dobowe masy ciata. Rowniez analizy polimorfizmu w genie CAST
przeprowadzone przez Gregule - Kania (2012) w populacji owiec plenno-
migsnych linii syntetycznych BCP i SCP nie dowiodly istotnego wptywu
genotypow CAST na cechy dotyczace masy ciata przy urodzeniu, w 28., 56., 70.
i 120. dniu oraz na przyrosty dobowe. Wykazaty natomiast, ze zwierzeta o
genotypie ae charakteryzowaly si¢ najwiekszymi masami ciata przy urodzeniu,
w 28., 56., 70. i 120. dniu oraz najwickszymi przyrostami dobowymi od
urodzenia do 28,. 56., 70. dnia. Nieco odmienne wyniki uzyskano w badaniach
wlasnych, gdzie osobniki o genotypie ae charakteryzowaly sie najwyzsza masa
ciata jedynie w 56. dniu wsréd owiec merynos barwny. W badaniach wlasnych
przeciwnie do wynikow Greguly - Kania (2012) jagni¢ta kamienieckie o
genotypie cc wyr6znialy si¢ najwyzsza masg ciata w 2. i 56. dniu oraz
najwyzszymi przyrostami dobowymi masy ciala. Natomiast jagnigta owiec
pomorskich o genotypie aa charakteryzowaly si¢ najwyzszg Srednig masg ciala w
2. dniu, a jagnigta o genotypie ac w 56. dniu. oraz najwyzszymi przyrostami
dobowymi. Takze Nassiry i wsp. (2006), badajac grupe¢ iranskich owiec kurdi
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wykazali wyniki nieco odmienne do tych uzyskanych w badaniach wtasnych. Na
podstawie analiz statystycznych wykazali, ze osobniki o genotypie ab réznity si¢
istotnie statystycznie wyzszym S§rednim przyrostem dobowym od urodzenia do
odsadzenia, oraz wyzszym S$rednim przyrostem pomig¢dzy 9. a 12. miesigcem
zycia od osobnikow o genotypach aa i ac.

W populacji owiec merynos barwny obje¢tej badaniami wiasnymi, wykazano
istotne roznice pomiedzy genotypami zestawionymi z trzech miejsc
restrykcyjnych, a masa ciata w 56. dniu zycia jagniat oraz przyrostami
dobowymi. Do podobnych stwierdzen doszta Szkudlarek - Kowalczyk (2014),
ktora wykazala, ze wsrod jagniat rasy ile de france wystepowaty istotne
statystycznie réznice pomigdzy masg ciata w 30. dniu Zycia jagnigt o r6znych
genotypach.

Ta sama technika PCR-RFLP co w badaniach wilasnych zostata
wykorzystana przez Chung i Davis (2012) w badaniach dotyczacych intronu 25
genu kalpastatyny w populacji 359 owiec ras polypay, targhee oraz ich
mieszancow. Wykorzystano w nich inny, niz w badaniach wlasnych enzym
restrykcyjny Tagl, ktory rozpoznaje SNP A/G w nukleotydzie 208. Stwierdzono
obecno$¢ dwoéch alleli A i B i trzech genotypéw AA, AB, i BB w locus
Taqgl/CAST, wsrod ktorych osobniki o genotypie AA charakteryzowaty sig¢
najwyzszymi wartosciami cech: masa ciata po urodzeniu (5,16kg) i Srednie
dobowe przyrosty masy ciala (0,22kg), a zwierzgta o genotypie BB wyrdzniaty
si¢ najnizszg $rednig masg ciata po urodzeniu (4,68kg) oraz najnizszymi srednimi
przyrostami dobowymi (0,20kg). Na podstawie wynikow stwierdzono istotne
statystycznie powigzanie polimorfizmu w locus Taql/CAST z cechami takimi jak:
masa ciata przy urodzeniu oraz §rednimi dobowymi przyrostami masy ciata.

Analizujac wplyw polimorfizmu w obrebie genu kalpastatyny w grupie
tryczkbw merynosa barwnego nie stwierdzono istotnie statystycznego
powigzania pomiedzy badanymi wariantami genotypoéw w locus Mspl/CAST,
Ncol/CAST, Hin6l/CAST w zakresie cech uzytkowo$ci miesnej. Na mozliwe
powigzania wskazuja badania Szkudlarek — Kowalczyk (2014), w ktorej
wykazano statystycznie istotng roznice w zakresie wszystkich trzech SNP (locus
Ncol/CAST — p<0,01, locus Mspl/CAST i Hin6l/CAST — p<0,05) pod wzgledem
cechy okreslonej przyzyciowo: wysoko$¢ klatki piersiowej. Chociaz osobniki o
genotypie MN/Ncol cechowaly si¢ wyzszymi warto$ciami cech takich jak
szeroko$¢ w barkach, biodrach i dlugos$¢ skosna tutowia, to réznice te nie byty
istotne statystycznie. Ponadto Szkudlarek - Kowalczyk (2014) analizujac
pomiary wykonane na tuszach jagniecych wykazata istotne statystycznie
powigzania pomiedzy szerokos$cia klatki piersiowej a polimorfizmem w locus
Mspl/CAST (p<0,01) i Hin6l/CAST (p<0,05).

Rowniez badania nad wptywem poszczegdlnych alleli genu kalpastatyny
(PCR-RFLP i PCR-SSCP) przeprowadzone przez Bickerstaffe i wsp. (2008),
wskazaly istotne statystycznie oddziatywanie alleli a, A i B na wydajnos¢
poledwicy. U osobnikow z allelem A, zaobserwowano 15% wzrost masy
poledwicy.
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Jednoczesnie podobnie jak w badaniach wiasnych Greguta - Kania (2012)
nie stwierdzita istotnego wptywu genotypow CAST wérod syntetycznych plenno-
migsnych owiec linii BCP i SCP na wybrane cechy opisujace umigénienie jagniat.
Najwyzszymi warto$ciami analizowanych cech charakteryzowaly si¢ osobniki o
genotypie ae, przeciwnie do wynikéw badan wiasnych (aa). Badania wpltywu
poszczegblnych genotypow na krucho$¢ owczego migsa przeprowadzone prze
Zhou i wsp. (2008) podobnie jak badania wiasne nie wskazaty istotnych réznic
w odniesieniu do badanej cechy.

Rowniez technika PCR-SSCP jest metoda wykorzystywang do analizy
polimorfizmu genetycznego. Byun i wsp. (2008) stosujac PCR-SSCP wykazali
wsrod owiec rasy ramney obecno$¢ trzech alleli (A, B, C) oraz stwierdzili wplyw
trzech genotypow CAST: AA, BB, BC na mase ciala jagniat przy urodzeniu, jak
réwniez brak istotnego wptywu na tempo wzrostu od urodzenia do odsadzenia.
W badaniach przeprowadzonych nieco p6zniej w 2009 roku Ci sami autorzy,
wykorzystujac metode PCR-SSCP wykazat brak istotnego zwigzku pomigdzy
genotypami a dlugowiecznos$cig i plodnoscia owiec (Byun i wsp., 2009).

Wyniki analizy molekularnej w zakresie polimorfizmu w genie kalpainy 3
wykazaly w badaniach wilasnych obecno$¢ trzech alleli 01, 02, 04, sposrod
ktorych allel 02 wystepowal z najwyzsza czesto$cig (51,30%) wsrod owiec
kamienieckich, a allel 01 w populacji owiec pomorskich (57,00%) i merynosa
barwnego (59,90%). Genotypy CAPN3, ktore zostaty wykryte przy uzyciu reakcji
MSSCP to: 01°02, 02°02, 01°01, oraz 04°01. Wszystkie cztery genotypy
wystgpily w obrebie kazdej rasy objetej badaniami wiasnymi. Najwicksza
frekwencja we wszystkich grupach rasowych charakteryzowat si¢ genotyp 01°02,
anajmniejsza 04°01. Nassiry i wsp. (2007) w badaniach nad polimorfizmem genu
CAPN metoda SSCP, obejmujacych iranskie owce kurdi, stwierdzili obecnos¢
dwoch alleli A (96%) 1 B (4%) oraz dwoch genotypdéw AA i AB, sposrod ktorych
wyzsza frekwencja wyrdznial si¢ genotyp AB (92%). Wyniki Nassiry i wsp.
(2007) znacznie r6znig sie od wynikoéw przedstawionych przez Tahmoorespour i
wsp. (2005), ktory wykazat w grupie iranskich owiec baluchi, ze allel A
wystepowat z czestoscia 56%, a allel B 44% w grupie iranskich owiec baluchi.
Rowniez nieco odmienne wyniki od tych przedstawionych przez Nassiry i wsp.
(2007) i Tahmoorespour i wsp. (2005), wykazali Shahroudi i wsp. (2006) w
obrebie iranskich owiec karakut. Frekwencja allela A w populacji owiec karakut
wynosita 79%, a allela B 21%. Frekwencje genotypow AA i AB w CAPN
wynosily tyle samo co frekwencje alleli (odpowiednio 79% i 21%) (Shahroudi i
wsp., 2006). Podobnie Chung i wsp. (2000) wykorzystujac réwniez technike
SSCP wskazali obecnos¢ dwoch alleli o nieco odmiennych frekwencjach: A -
69%, B - 31%. Natomiast obecnos¢ trzech genotypow G1, G2, G3 w locus CAPN
o czgstosci odpowiednio: 8,2%, 89,1%, 2,7% wykazali Azari i wsp. (2012)
badajac owce dalagh. Chung i wsp. (2007), analizujacy polimorfizm w genie
CAPN, wykorzystujac technike SSCP, wykazali zrdéznicowanie genetyczne w
dwoch segmentach genu kalpainy: CAPN31112 i CAPN31213 i opisali obecnos¢
dwoch alleli (A i1 B) i trzech genotypow (AA, AB, BB) w kazdym z nich. Metoda
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SSCP postuzyli si¢ Zhou i wsp. (2007) badajac polimorfizm genu CAPN w
obrgbie ras: merynos, corriedale, romney, poll dorset i mieszancow NZ. W
wyniku badan stwierdzili obecnos¢ trzech alleli o frekwencjach: *01 (39%), *02
(50%) i *03 (11%) oraz trzech genotypow o frekwencjach *01/*01 (15,2%),
*01/*02 (39,4%) i *02/*02 (25,8%).

W grupie badanych owiec kamienieckich, pomorskich i merynos barwny nie
stwierdzono istotnego statystycznie powigzania genotypu genu CAPN3 z
badanymi cechami ilo$ciowymi: masa ciata w 2., 56. dniu po urodzeniu oraz
przyrosty dobowe masy ciata pomiedzy tymi dniami. Wér6d owiec pomorskich
jagnieta o genotypie 01°01 wyrdznialy sie najwyzsza srednig masa ciata w 2. dniu
zycia, a w populacji merynosa barwnego osobniki z genotypem 01°01 odznaczaty
si¢ najwyzszg srednig masa ciata w 2. i 56. dniu. Chung i wsp. (2007), analizujac
polimorfizm CAPN z wykorzystaniem techniki SSCP, stwierdzili istotne
statystycznie powigzanie genotypu BB w segmencie CAPN31112 z masg po
urodzeniu jagniat, wykluczyli natomiast zwiazek genotypow CAPN z masg ciata
jagniat podczas odsadzenia i po odsadzeniu.

Analizy locus CAPN3 w badaniach wtasnych wykazaty istotne statystycznie
powigzanie genotypu z masa tkanki kostnej w udzcu (p=0,025) oraz z procentows
zawartoS$cig tkanki migsniowej w udzcu (p=0,021). Istotne statystycznie roznice
w obrgbie cech: masa tkanki kostnej w udzcu [g] oraz procentowa zawarto$é
tkanki mig¢$niowej w udzcu stwierdzono pomigdzy zwierzetami o genotypach
02°02 a 01°01. Masa tkanki kostnej w udzcu [g] byta istotnie statystycznie
wyzsza Wsrod jagnigt o genotypie 02°02 (p=0,019), natomiast procentowa
zawarto$¢ tkanki mig$niowej w udzcu byla istotnie wyzsza wsrdd tryczkow o
genotypie 01°01 (p=0,019). Osobniki o genotypie 02’02 w locus CAPN3
wyrdznialy sie najwyzszymi S$rednimi warto$ciami analizowanych cech

poubojowych.

6. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

1. Metoda PCR-RFLP, ktéra zostata wykorzystana w badaniach nad
polimorfizmem genu kalpastatyny w populacji owiec kamienieckich, pomorskich
i merynosa barwnego pozwolita zidentyfikowa¢ nastepujace allele i genotypy
genu CAST w locus:

o Mspl (allele: M i N oraz genotypy: MM, MN, NN)

¢ Ncol (allele: M i N oraz genotypy: MM, MN, NN)

e Hin6l (allele: A'i B oraz genotypy: AA, AB, BB),
co dalo tacznie piec haplotypow (a, b, ¢, d, €) oraz osiem genotypoéw
(aa, ab, ac, ad, ae, cc, cd, ee).

2. Najwigkszym zréznicowaniem w zakresie polimorfizmu w genie CAST
charakteryzowaly si¢ owce kamienieckie oraz owce merynosa barwnego.
Mnigjsze zréznicowanie wystepowato w obrebie jagniat pomorskich.
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3. Zastosowanie metody MSSCP w badaniach wtasnych nad polimorfizmem
w genie CAPN3 jagniat pozwolito na identyfikacje trzech alleli oraz czterech
genotypow.

4. W wyniku sekwencjonowania produktow PCR genu CAPN3 stwierdzono,
obecno$¢ trzech polimorfizmow: G/T w pozycji 91. oraz C/T w pozycji 103. i
139, w 10. eksonie.

5. Na podstawie wynikow opracowania statystycznego stwierdzono istotny
wptyw polimorfizmu w genie CAST w locus Mspl na masg ciata w 56. dniu zycia
jagnigt rasy kamienieckiej, oraz na masg¢ ciata w 56. dniu i przyrosty dobowe w
populacji merynosa barwnego, a takze genotypu w locus Hin6l na masg ciata w
2. dniu zycia jagniat kamienieckich.

6. Wplyw genotypow w locus CAPN3 na wyniki uzytkowosci rzeznej
tryczkOw merynosa barwnego zostal potwierdzony statystycznie tylko w
odniesieniu do cech: masa tkanki kostnej w udzcu oraz procentowa zawartos$¢
tkanki mig$niowej W udzcu. W zakresie obydwoch cech istotne statystycznie
roéznice stwierdzono pomi¢dzy osobnikami o genotypach 02°02 1 01°01.

7. W celu pehiejszego wyjasnienia powigzania polimorfizméw w obrebie
genow CAST i CAPN3 z cechami uzytkowosci tucznej i migsnej oOraz
wykorzystania ich w doskonaleniu genetycznym tych cech, wskazane byloby
przeprowadzenie badan wsrod wiekszej i bardziej zrdéznicowanej rasowo
populacji zwierzat.

7. STRESZCZENIE

Celem badan byto okreslenie frekwencji alleli i genotypdéw genow
kalpastatyny i kalpainy3 w populacjach owiec ras: kamieniecka, pomorska i
merynos polski odmiana barwna. Ponadto za cel postawiono sobie poszukiwanie
powigzan pomigdzy poszczegdlnymi genotypami a cechami uzytkowosci
miesnej w badanych grupach zwierzat.

Materiat badawczy stanowily 273 jagnieta pochodzace z trzech stad
utrzymywanych na terenie trzech wojewodztw. Pierwsze stado stanowity
osobniki rasy merynos polski odmiany barwnej uzytkowane w typie welnisto —
migsno — plennym utrzymywane w wojewodztwie kujawsko - pomorskim, drugie
stado obejmowato welnisto — miesne jagnieta rasy kamieniecka pochodzace z
wojewodztwa warminsko — mazurskiego oraz trzecie stado reprezentowaty
migsne owce pomorskie utrzymywane w wojewodztwie pomorskim. Badaniami
objeto zaréwno maciorki jak i tryczki.

W wyniku przeprowadzonych analiz PCR-RFLP zidentyfikowano w locus
Mspl/CAST allele M i N oraz genotypy MM, MN, NN. Z najwyzsza frekwencja
wystepowal genotyp MM. W populacji owiec kamienieckich frekwencja
genotypu MM byta najwyzsza 1 wynosita 87,01%, wsrod owiec rasy pomorskiej
wynosila niewiele mniej (87%), natomiast najnizsza byta w obrebie jagniat rasy
merynos barwy (71,88%). W locus Ncol/CAST stwierdzono obecnos¢ alleli M i
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N oraz genotypéw MM oraz MN. Badane populacje owiec kamienieckich i
merynosa barwnego byly homozygotyczne pod wzgledem locus Ncol/CAST.
Obecno$¢ genotypu MN stwierdzono jedynie w populacji owiec pomorskich
(6%). Natomiast w locus Hin6l/CAST zidentyfikowano dwa allele A i B oraz trzy
genotypy AA, AB, BB. Genotypem najczgsciej wystepujacym w obrebie
wszystkich trzech analizowanych ras byl AA. Wérod owiec kamienieckich jego
frekwencja wynosita 85,71%, pomorskich 97,00%, natomiast w przypadku owiec
rasy merynos barwny 64,58%.

Kombinacje przedstawionych powyzej alleli z locus Mspl/CAST,
Ncol/CAST i Hin6l/CAST zestawione razem daty pi¢¢ haplotypow o nazwach: a,
b, ¢, d, e, w o$miu uktadach genotypowych: aa, ab, ac, cd, cc, ee, ae, ad. W
obrebie wszystkich badanych populacji jagnigt stwierdzono, ze z najwyzsza
czestoscig wystepowat haplotyp a, natomiast z najnizsza haplotyp d. Najwigksze
zréznicowanie w genie CAST cechowalo owce kamienieckie (ac, ae, ad, aa, cd,
cc) oraz owce merynos barwny (ac, ae, ad, aa, cc, ee). Mniejsze zréznicowanie
charakteryzowato populacj¢ jagnigt pomorskich (ac, ae, aa, ab).

Analiza wynikow reakcji MSSCP dotyczaca polimorfizmu genu kalpainy3
wykazata obecnosc trzech alleli 01, 02, 04 oraz czterech genotypow 01°01,01°02,
02°02, 04’01 u wszystkich trzech badanych ras owiec. Najwyzsza czgstoscig
wyrdznial si¢ genotyp 01°02, ktéra wynosita odpowiednio: w obrebie owiec rasy
kamieniecka 35,06%, wsrod owiec pomorskich 69,00%, a w populacji owiec rasy
merynos barwny 48,96%. Genotyp 04’01 wystepowat najrzadzie;j.

Analiza sekwencji nukleotydowych, ktore otrzymano w wyniku
sekwencjonowania produktéw PCR osobnikdéw reprezentujacych poszczegolne
wzory prazkow MSSCP wykazata, iz wystapienie czterech réznych profilow
fragmentoéw DNA jest wynikiem obecnosci polimorfizméw w trzech pozycjach:
G/T w pozycji 91. oraz C/T w pozycji 103. i 139. (liczac od pierwszego
nukleotydu 10. eksonu genu CAPN3 w sekwencji GenBank nr DQ660376.1).
Wszystkie w/w SNP znajduja si¢ w 10. eksonie i obejmuja trzecie pozycje
poszczegblnych kodonow.

Na podstawie analiz statystycznych badanych cech ilo§ciowych owiec rasy
kamieniecka stwierdzono istotne statystycznie powigzania polimorfizmu w locus
Mspl/CAST z masg ciata w 56. dniu zycia, oraz w locus Hin61/CAST z masg ciata
w 2. dniu. W populacji owiec merynos barwny genotyp w locus Mspl/CAST byt
czynnikiem istotnie statystycznie roznicujgcym mas¢ ciata w 56. dniu oraz
przyrosty dobowe.

Powigzanie polimorfizmu w locus CAPN3 z pomiarami wykonanymi na
tuszach zwierzecych tryczkoOw merynosa barwnego zostalo potwierdzone
statystycznie tylko dla cech: masa tkanki kostnej w udzcu [g] oraz procentowa
zawarto$¢ tkanki migsniowej w udzcu [%]. Istotne statystycznie réznice dla obu
cech: masa tkanki kostnej w udzcu [g] oraz procentowa zawarto$¢ tkanki
mig¢sniowej w udzcu stwierdzono pomigdzy osobnikami o genotypach 02’02 i
01°01.
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8. SUMMARY

The aim of the present study was to evaluate the frequency of CAST and
CAPN3 alleles and genotypes in three Polish sheep breeds: Kamieniecka,
Pomeranian, Coloured Polish Merino. In addition, the aim was to find
associations between calpastatin, calpain3 genotypes and meat performance traits
in the studied groups of animals.

The studied material consisted of 273 sheep from three flocks kept in three
voivodships . The first flock constituted the individuals of the Coloured Polish
Merino sheep used in the wool-meat-prolific type, the second flock included
woolly-meat lambs of the Kamieniecka sheep and the third flock representing
meat Pomeranian sheep. The studies included both ewes and rams.

As a result of the carried out analyzes PCR-RFLP, in the locus Mspl/CAST,
two alleles: M and N and three genotypes: MM, MN, NN genotypes were
identified. The MM genotype was present with the highest frequency. In the
population of the Kamieniecka sheep, the attendance of MM genotype was the
highest and was 87.01%, among the Pomeranian sheep it was slightly less
(87.00%), while the lowest was within the Coloured Polish Merino sheep
(71.88%). In the locus Ncol/CAST the presence of M and N alleles as well as
MM and MN genotypes were found. The studied populations of Kamieniecka
and Coloured Polish Merino sheep were homozygous for the locus Ncol/CAST.
The presence of the MN genotype was found only in the population of
Pomeranian sheep (6.00%). While, two alleles: A and B and three genotypes: AA,
AB, BB were identified in the locus Hin6l/CAST. The genotype AA was the most
frequently found in all three analyzed breeds. Its attendance was 85.71% among
Kamieniecka sheep, 97.00% in Pomeranian sheep, while in the case of Colored
Polish Merino sheep attendance was 64.58%.

Combinations of the above presented alleles from the locus Mspl/CAST,
Ncol/CAST and Hin6l/CAST was put together and gave five haplotypes named:
a, b, ¢, d, in eight genotypic systems: aa, ab, ac, cd, cc, ee, ae, ad. The haplotype
a was the most frequent, and the haplotype d was the lowest frequent in all tested
lamb populations. The highest variation in the CAST gene was found in the
Kamieniecka sheep (ac, ae, ad, aa, cd, cc) and Coloured Merino sheep (ac, ae, ad,
aa, cc, ee). The group of Pomeranian sheep was characterized the smaller
variations (ac, ae, aa, ab).

As a result of the MSSCP reaction presence was confirmed of three alleles
01, 02, 04 and four genotypes 01'01, 01'02, 02'02, and 04'01 in CAPNS, in all
three tested sheep breeds. The highest frequency was found in the genotype 01'02,
which was respectively: within the Kamieniecka sheep 35.06%, among
Pomeranian sheep 69.00%, and in the Coloured Polish Merino sheep 48.96%.
Genotype 04’01 was the least common.

The occurrence of four different profiles of DNA fragments is the result of
polymorphisms in three positions: G/T in position 91 and C/T in position 103.
and 139. This was showed on the basis the analysis of nucleotide sequences that
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were obtained by sequencing PCR products of individuals representing band
patterns of MSSCP. All SNPs are in the 10th exon and include the third positions
of individual codons.

On the basis of statistical analysis of the traits in the Kamieniecka sheep,
statistically significant associations of the polymorphism in the locus Mspl/CAST
with lamb body weight at 56th day and in the locus Hin6l/CAST with body
weight on the 2nd day were found. Genotype in the locus Mspl/CAST was a
statistically significant factor differentiating body weight on the 56th day and
body weight gain in the population of Coloured Polish Merino sheep.

Influence of CAPN3 genotypes on carcasses measurements was found in
population Coloured Polish Merino only for traits: bone tissue in leg [g] and
percentage of muscle tissue in leg [%].Statistically significant differences for
both traits: bone mass in the leg [g] and percentage of muscle tissue in the leg
were found between individuals with genotypes 02'02 and 01'01.
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10. TABELE I RYCINY

Tabela 1. Liczba (n) oraz udzial zwierzat (%) wykorzystanych w badaniach z
uwzglednieniem rasy, pici i typu urodzenia.

Czynniki Liczba owiec (n) Udzial %
Kamieniecka Pomorska Merynos barwny
Ple¢ Tryki 40 54 52 53,5%
Maciorki 37 46 44 46,5%
Lacznie 77 100 96 273
Typ urodzenia | Pojedyncze 30 62 28 44,0%
Blizniacze 47 38 68 56,0%
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Tabela 2. Sktady mieszanin i warunki hydrolizy enzymatycznej Mspl, Ncol i Hin6
produktu PCR reakcji CAST (Grochowska, 2012).

Skladnik Objetosé¢ dla | Temperatura (°C) | Czas inkubacji
jednej proby (h)

H20 0,4 37 4

Bufor 1,0

Mspl (Thermo | 0,6
Scientific, USA)

Produkt PCR 8,0
H20 0,4 37 4
Bufor 1,0

Ncol (Thermo | 0,6
Scientific, USA)

Produkt PCR 8,0
H20 0,4 37 4
Bufor 1,0

Hin6l (Thermo | 0,6
Scientific, USA)

Produkt PCR 8,0
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Tabela 3. Frekwencje (%) genotypow Mspl/CAST, Ncol/CAST, Hin6/CAST i alleli w
obrebie badanych ras owiec.

Rasa | n | Mieisce | oo o Fréilf)\ivengjve chizip | Allele | Frekwencie
restrykcyjne yp | 8 (0/?3) alleli (%)
87 MM 87,00 048/ | M 93,50
Mspl
13 MN 13,00 049 | N 6,50
[}
3 |9 MM 94,00 009/ | M 97
g Ncol
g |6 MN 6,00 0,76 | N 3
97 AA 97,00 0,02/ A 98,50
Hin6l
3 AB 3,00 088 | g 1,50
67 MM 87,01 037/ | M 97,00
Mspl
10 MN 12,99 054 | N 3,00
(xt'i
S |77 | Neo MM 100,00 - M 100
5
_% 66 AA 85,71 A 91,56
4,58/
9 | Hinsl AB 11,69
003 | B 8,44
2 BB 2,60
§ 69 MM 71,88 M 83,85
i 1,27/
2 |23 Mspl MN 23,96
S 026 | N 16,15
g |4 NN 4,16
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96 | Ncol MM 100,00 - M 100
62 AA 64,58 A 81,77
2,25/
33 | Hin6l AB 34,38
013 |B 18,23
1 BB 1,04
P - prawdopodobienstwo
Tabela 4. Frekwencje (%) genotypow CAST w obrebie badanych ras owiec.
Kamieniecka Pomorska Merynos barwny
Liczba | Frekwencja Liczba |Frekwencja Liczba | Frekwencja
Genotyp ) (%) Genotyp ") (%) Genotyp ") (%)
ac 7 9,09 ac 3 3,00 ac 28 29,17
ae 7 9,09 ae 7 7,00 ae 18 18,75
ad 2 2,60 ab 6 6,00 ad 5 5,21
aa 59 76,62 aa 84 84,00 aa 40 41,66
cc 1 1,30 cc 1 1,04
cd 1 1,30 ee 4 4,17

51




Tabela 5. Frekwencje (%) genotypow i alleli CAPN3

MSSCP w obrebie badanych ras owiec.

wykrytych przy uzyciu reakcji

Rasa n Genotyp Frekwencje Chi?/P Allele | Frekwencje
genotypow (%0) alleli (%)

27 01°02 35,06 1,02/ 01 44,16

©

S |26 |02 33,77 0.80 02 |5130

'c

2

E 17 01°01 22,08 04 4,54
7 04°01 9,09
69 01°02 69,00 0,76/ 01 57,00

< 0,86

=< 6 02°02 6,00 02 40,50

S

€

8 |20 [oro1 20,00 04 2,50
5 04°01 5,00
47 01°02 48,96 1,78/ 01 59,90

0,61

2 11 02°02 11,46 02 35,94

S

1<

8

P 30 01°01 31,25

g

e

g |8 04°01 8,33 04 4,16

P - prawdopodobienstwo
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Tabela 6. Allele genu kalpainy 3 (CAPN3) wykryte w eksonie 10. owiec ras: kamieniecka,
pomorska i merynos polski odmiany barwnej.

sy | SNP | Alel

01 02 04
22 - C C C
91 T/IG G T T
103 CIT C T T
139 CIT C C T

#Pozycje nukleotydow sa liczone od pierwszego nukleotydu 10. eksonu genu CAPN3
owiec (nr GenBank DQ660376.1).
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Tabela 7. Charakterystyka statystyczna cech: masa ciata w 2. i 56. dniu oraz przyrosty
dobowe jagniat w obrebie analizowanych ras owiec.

Rasa
Razem
kamieniecka | pomorska g1erynos
arwny
n 77 100 96 273
Miary
Cecha statystyczne
X 4,94 4,22 4,85 4,64
Masa ciala w 2.
dniu [kg] S, 0,62 0,55 0,87 0,76
CcVv 12,48 13,02 17,95 16,46
X 17,13 21,57 19,19 19,48
Masa ciala w 56.
dniu [kg] S, 3,53 3,66 3,42 3,96
CcVv 20,61 16,99 17,82 20,31
X 225,77 321,32 265,68 |274,80
Przyrosty dobowe
P25 [q] S, 60,12 65,34 57,70 72,33
CcVv 26,63 20,34 21,72 26,32
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Tabela 8. Wptyw polimorfizmu w genie CAST na masg ciata w 2. i 56. dniu Zycia oraz
przyrosty dobowe jagnigt w obrebie analizowanych ras owiec.

Miejsce Genotypy [Miary m.c. w 2|m.c.  56.Jprzyrosty
|restrykcyjne statystyczne  |dniu [kg] |dniu [kg] |[dobowe P2-ss[g]
kamieniecka
[Mspl MM Y 4,93 17,41 A |231,07 A
S, 0,64 3,50 58,76
IMN Y 4,94 15,21 B |190,21 B
Sx 0,40 3,26 59,94
Ncol MM Y 4,94 17,13 225,77
S, 0,62 3,53 60,12
Hinél AA Y 4,96 17,40 229,26
Sx 0,61 3,63 59,08
AB Y 4,57 a 15,02 197,70
S, 0,51 3,10 58,58
BB Y 5,70 b 16,62 233,21
S, 0,71 3,13 111,38
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56

Tabela 8. Wptyw polimorfizmu w genie CAST na mase ciata w 2. i 56. dniu zycia oraz przyrosty
dobowe jagniat w obrebie analizowanych ras owiec - ciag dalszy.
Miejsce Genotypy [Miary m.c. w 2|m.c.  56.Jprzyrosty
Jrestrykcyjne statystyczne  |dniu [kg] |dniu [kg] |[dobowe P2-ss[g]
pomorska
[Mspl MM Y 4,24 21,57 320,93
S, 0,57 3.63 64,73
IMN Y 4,11 21.60 323,87
S . 0,41 4,06 72,05
Ncol MM Y 4,24 21,57 321,03
S, 0,55 3,60 64,36
IMN Y 4,02 21.61 325,76
S, 0,47 4,92 86,44
Hin6l AA Y 4,23 21,56 320,84
S . 0,52 3,70 66,14
AB Y 3,83 22.02 336,74
Sx 1,26 2,57 32,07




Tabela 8. Wptyw polimorfizmu w genie CAST na mase ciata w 2. i 56. dniu zycia oraz przyrosty
dobowe jagniat w obrebie analizowanych ras owiec - ciag dalszy.
Miejsce Genotypy [Miary m.c. w 2|m.c.  56.Jprzyrosty
Jrestrykcyjne statystyczne  |dniu [kg] |dniu [kg] |[dobowe P2-ss[g]
merynos barwny
[Mspl MM Y 4,64 18,14 A 250,00 A
S, 0,67 2,52 46,12
IMN Y 4,94 19,49B 269,43 B
S . 0,91 3,66 60,88
NN Y 4,30 20,03 291,20
S, 0,88 2,83 52,08
Ncol MM Y 4,85 19,19 265,68
S, 0,87 3,42 57,70
Hinél AA Y 4,89 19,69 274,13
S . 0,90 3,32 54,64
AB Y 4,75 18,29 250,73
S, 0,82 3,52 61,59

AB — $rednie oznaczane réznymi wielkimi literami r6znig si¢ istotnie statystycznie (p < 0,01)
ab — $rednie oznaczone réznymi matymi literami roznig si¢ istotnie statystycznie (p < 0,05)
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Tabela 9. Wptyw polimorfizmu w genie CAST (haplotypy) na mase ciata w 2. i 56. dniu

zycia oraz przyrosty dobowe jagniat w obrebie analizowanych ras owiec.

Genotypy | Miary m.c. 2. dzien | m.c. 56. dzien | przyrosty dobowe

statystyczne [ka] [ka] [a]
kamieniecka

aa y 4,96 17,67 A 23545 A
S, 0,62 3,32 56,42

ac Y 4,53 14,39 B 182,60
S, 0,58 3,45 56,42

ad y 4,70 18,25 250,93
S, 0,14 1,65 33,26

ae Y 4,97 14,58 177,97 B
S, 0,46 3,38 59,9
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Tabela 9. Wptyw polimorfizmu w genie CAST (haplotypy) na mase¢ ciata w 2. i 56. dniu
zycia oraz przyrosty dobowe jagnigt w obrebie analizowanych ras owiec — ciag dalszy.

Genotypy | Miary m.c. 2. dzien | m.c. 56. dzien | przyrosty dobowe

statystyczne [ka] [kal [a]
pomorska

aa Y 4,25 21,55 320,37
S, 0,54 3,67 65,63

ab Y 4,02 21,61 325,76
S, 0,48 4,92 86,44

ac Y 3,83 22,08 336,74
s, 1,26 2,57 32,07

ae Y 4,19 21,59 322,25
S 0,38 3,57 64,42
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Tabela 9. Wptyw polimorfizmu w genie CAST (haplotypy) na mase¢ ciata w 2. i 56. dniu
zycia oraz przyrosty dobowe jagnigt w obrebie analizowanych ras owiec — ciag dalszy.

Genotypy | Miary m.c. 2. dzien | m.c. 56. dzien | przyrosty dobowe

statystyczne [ka] [kal [a]
merynos barwny

aa y 5,08 20,29 a 281,71a
S, 0,94 3,61 58,01

ac Y 4,75 18,41 ab 253,11 b
S, 0,86 3,58 62,71

ad y 4,78 17,60 237,41
s, 0,54 3,42 59,54

ae Y 4,61 18,29 ¢ 253,50
S, 0,71 2,31 44,12
S 0,88 2,83 52,08

ABC - $rednie oznaczane réznymi wielkimi literami r6znig si¢ istotnie statystycznie (p < 0,01)
abc — $rednie oznaczone réznymi matymi literami r6znig si¢ istotnie statystycznie (p < 0,05)
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Tabela 10. Wpltyw polimorfizmu w genie CAPN3 na mas¢ ciata w 2. i 56. dniu Zycia oraz
przyrosty dobowe jagnigt w obrebie analizowanych ras owiec.

Genotypy Miary m.c. 2. dzien | m.c. 56. dzien przyrosty
statystyczne [ka]
[ka] dobowe [g]
kamieniecka
01°01 Y 4,95 17,76 237,31
S, 0,45 4,00 72,74
01°02 Y 4,86 16,83 221,70
S, 0,71 3,37 55,14
02°02 Y 5,01 16,71 216,72
S, 0,60 3,79 63,72
04°01 Y 4,93 18,27 247,00
S, 0,55 1,79 31,21
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Tabela 10. Wptyw polimorfizmu w genie CAPN3 na masg ciata w 2. i 56. dniu zycia oraz
przyrosty dobowe jagniat w obrgbie analizowanych ras owiec — ciag dalszy.

Genotypy | Miary m.c. 2. dzien m.c. 56. dzien | przyrosty
statystyczne [ka]
[ka] dobowe [g]
pomorska
01°01 Y 4,38 21,06 308,87
S, 0,40 3,15 54,90
01°02 Y 4,17 21,58 322,47
S, 0,60 3,89 69,39
02°02 Y 4,23 22,25 333,70
S, 0,43 2,72 48,32
04°01 Y 4,28 22,66 340,34
S, 0,47 3,86 71,37
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Tabela 10. Wptyw polimorfizmu w genie CAPN3 na masg ciata w 2. i 56. dniu zycia oraz
przyrosty dobowe jagniat w obrgbie analizowanych ras owiec — ciag dalszy.

Genotypy Miary m.c. 2. dzien | m.c. 56. dzien przyrosty

statystyczne [ka]

[kg] dobowe [g]
merynos barwny

01°01 Y 5,02 19,30 264,51

Sx 0,87 3,69 64,74
01°02 X 4,88 19,28 266,78

S, 0,74 3,47 58,05
02°02 Y 4,75 18,46 254,04

Sx 0,92 3,29 49,90
04°01 X 4,16 19,26 279,63

S, 0,87 2,60 40,74
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Tabela 11. Wplyw polimorfizmu w genie CAST na cechy poubojowe wérdd tryczkow

merynosa barwnego.

|Msp|

64

Ncol Hin6l

Cecha ||v|. stat. MM MN NN MM AA AB
Masa partiily 2564.00 [2801.36 [2673.33 [2749.00 [2768,67 [2693,57
przodu; g

S, 328.03  [501.73  [267.69  |45896  [402,64 525,95
Masa partiily: 1662.00 [1849.32 [1716.67 [1804,83 [1816,00 [1768,93
|Srodka; g

S, 193.09 36230  |143.38  [327,77  [258,19 400,17
[Masa partii zadu;|y 2152.00 [2347.73 2193.33 [2299,67 [2297,00 [2286,79
9

S, 17828 41589  |191.85  [327,63  [287,82 458,60
Szyja; g X 333.00 [380.91  [356.67  [370,50  [376,56 (363,57

S, 36.16 78.02  [54.85 71,70  [70,09  [7551
|Golen przednia; gl 292.00 (32409 31500 [317,83 [31468  [321,43

S, 27.06 50.70  [21.79 46,27 [37.26 6,11
Karkéwka; g [y 542.00 | 57841 | 57167 | 57167 | 594,69 | 545,36

S, 99.79 | 10533 | 6658 | 9949 | 98,00 | 97,99




Tabela 11. Wptyw polimorfizmu w genie CAST na cechy poubojowe wsrdd tryczkow merynosa
barwnego — ciagg dalszy.

|Msp| Ncol Hin6l

Cecha |M.stat. [MM MN NN MM AA AB
Lopatka; g X 102500 (112273 [1065.00 [1100,67 [111594 (108321

S, 11057 1452 12258  |193,74  [160,65  [230,96
Lata 1 mostek 2|y 957.00  [1079.77 [995.00  [1050,83 [1059,38 [1041,07
zebrami; g

S, 103.78 22083  80.47  [199,30  [162,66  [240,59
Antrykot; g X 483.00  [535.68 49333  [522,67 [52844  [516,07

S, 73.96 10228 @512  [9436  [7880 (112,29
Comber; g X 534.00  568.86  [528.33  [559,00 [578,13  [537,13

S, 88.20 120.98 3175 (109,63  [82,14 134,40
Poledwiczka; g [y 58.00 6341  [63.33  [6250  [64,38 60,36

S, 7.58 1409  |1155  [1285  |1063 1512
[Golen tylna; g I 397.00  424.32 41833 419,17 (416,88  [421,79

S, 27.06 7165 ~ B055 6315 4739 [79,31
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Tabela 11. Wptyw polimorfizmu w genie CAST na cechy poubojowe wsrdd tryczkow merynosa
barwnego — ciagg dalszy.

|Mspl Ncol Hinél

Cecha |M.stat. (MM MN NN MM AA AB
Udziec; g X 1758.00 (192455 |[1781.67 [1882,50 [189594 [1867,14

S, 153.32  [346.87  [167.80  [312,06  [248,10 (381,75
Udziec przed| 174400 [1911.14 [1770.00 [1869,17 [1882,81 [1853,57
dysekcja; g

S, 151.55 34536  [160.93  [31045  [247,03  [379,60
Udziec migsnie; g |y 1249.00 [1393.18 |[1311.67 |1361,00 [1359,06 [1363,21

S, 112.77  [239.03 11930  [o1751  |172,83  [266,58
Udziec thuszez; g |y 236.00  [232.95  [198.33  [230,00  [243,13  [215,00

S, 34.71 7744 175 68,52  [8,05  [78,30
Udziec kosci; g | 259.00  [285.00  [260.00  [278,17  [280,63  [275,36

S, 14.75 49.45  [21.79 44,34 [4332 146,96
Udziec % tkankil 71.60 73.05 74.11 72,92 72,25 73,67
|mig$niowej

S, 0.33 2.28 0.81 2,07 2,21 1,65
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Tabela 11. Wpltyw polimorfizmu w genie CAST na cechy poubojowe wsrod tryczkow merynosa
barwnego — ciagg dalszy.

|Msp| Ncol Hin6l

Cecha |M.stat. (MM MN NN MM AA AB
Udziec % tkankil 13.48 11.98 11.19 12,15 12,86 11,34
|thuszczowej

S, 0.90 2.46 1.24 2,24 2,16 2,13
Udziec % tkankify 14.92 14.97 14.70 14,93 14,89 14,99
kostnej

S, 1.20 1.14 0.45 1,08 0,95 1,24

AB — $rednie oznaczane roznymi wielkimi literami r6znig si¢ istotnie statystycznie (p < 0,01)
ab — $rednie oznaczone réznymi matymi literami rdznia si¢ istotnie statystycznie (p < 0,05)
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Tabela 12. Wptyw polimorfizmu w genie CAST na cechy poubojowe wsrod tryczkow
merynosa barwnego.

Genotypy
Cecha M. stat. ae aa ac ee
Masa  partii | 2556,25 | 2946,11 | 2701,15 | 2770,59
przodu; g
S, 378,25 | 41555 | 546,53 | 513,01
Masa partii | 1687,50 | 194222 | 1785,00 | 1827,94
Srodka; g
S, 21301 | 27163 |411,78 | 373,06
Masa partii | 215750 | 2418,33 | 2298,85 | 2332,65
zadu; g
S, 205,37 | 32572 | 47501 | 437,34
Szyja; g X 333,75 | 40222 |366,15 | 356,67
S, 41,71 77,46 77,95 54,85
Golen X 292,50 | 324,44 | 323,85 | 315,00
przednia; g
S, 31,22 42,02 57,63 21,79
Karkéwka; g | ¥ 540,00 | 626,67 545,00 | 571,67
SX
15,11 95,33 101,98 | 66,58
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Tabela 12. Wptyw polimorfizmu w genie CAST na cechy poubojowe wsrod
tryczkdw merynosa barwnego — ciag dalszy.

Genotypy
Cecha M. stat. ae aa ac ee
Lopatka; g X 1023,75 | 1173,89 |1987,31 | 1065,00
S, 127,63 | 171,82 |239,86 | 122,58
Lata i mostek | 3 951,25 | 1128,89 | 104577 | 995,00
z zebrami; g
S, 11891 | 172,79 | 249,75 | 80,47
Antrykot; g X 490,00 |557,22 | 520,77 | 493,33
S, 83,47 81,17 11543 | 35,13
Comber; g X 551,25 | 606,67 | 542,69 | 528,33
S, 91,59 83,93 13821 | 31,75
goledwiczka; X 60,00 66,67 61,15 63,33
S, 7,07 11,99 15,43 11,55
Golen tylna; g | 396,25 | 42556 | 423,46 | 418,33
SX
31,19 57,58 82,29 30,55
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Tabela 12. Wptyw polimorfizmu w genie CAST na cechy poubojowe wsrod
tryczkdw merynosa barwnego — ciag dalszy.

Genotypy

Cecha M. stat. ae aa ac ee
Udziec; g X 1765,00 | 199222 | 1877,69 | 178167

S, 176,21 | 269,90 | 39520 | 167,80
Udziec przed | y 1751,25 | 1978,89 | 1864,23 | 1770,00
dysekeja; g

S, 173,99 [ 269,78 | 392,91 | 160,93
Udziec X 1255,00 | 1421,11 | 137385 | 1311,67
mie$nie; g

S, 129,29 | 18866 | 274,36 | 119,30
Udziec X 238,75 | 260,00 |21423 |198,33
thuszez; g

S, 39,45 66,33 81,44 31,75
Udziec koSci; | 257,50 | 297,78 | 276,15 | 260,00
g

S, 16,58 50,38 48,78 21,79
Udziec % | y 71,64 71,91 73,85 74,11
tkanki
miesniowej

SX

0,36 2,71 1,58 0,81
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Tabela 12. Wptyw polimorfizmu w genie CAST na cechy poubojowe wsrod
tryczkdw merynosa barwnego — ciag dalszy.

Genotypy

Cecha M. stat. ae aa ac ee
Udziec % | y 13,57 13,09 11,20 11,19
tkanki
tluszczowej

S, 1,01 2,58 2,15 1,24
Udziec % | x 14,78 15,00 14,95 14,70
tkanki kostnej

S, 1,34 0,96 1,29 0,45

AB — $rednie oznaczane roznymi wielkimi literami r6znig si¢ istotnie statystycznie (p < 0,01)
ab — $rednie oznaczone réznymi matymi literami rdznig si¢ istotnie statystycznie (p < 0,05)
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Tabela 13. Wptyw polimorfizmu w genie CAPN3 na cechy poubojowe wsrdd tryczkow
merynosa barwnego.

Genotypy
Cecha Miary 01°01 01°02 02°02
statystyczne
g/lasa partii przodu; | ~- 2550,71 2724,38 3003,57
S, 425,71 487,65 345,36
ghsa partii Srodka; | - 1737,14 1772,19 1947,14
S, 301,81 361,66 263,36
Masa partii zadu; g | v 2127,86 2286,56 2501,43
S, 293,62 423,19 234,14
Szyja; g X 344,29 363,75 412,14
S, 70,03 74,89 54,53
Golen przednia; g X 295,71 319,38 336,43
S, 43,05 52,28 26,10
Karkéwka; g X 520,71 563,75 640,71
S 73,62 90,78 114,29
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Tabela 13. Wptyw polimorfizmu w genie CAPN3 na cechy poubojowe wsrdd tryczkow
merynosa barwnego — ciag dalszy.

Genotypy
Cecha Qf;f‘;éyczne 01°01 01°02 02°02
Lopatka; g X 101071 1098,44 119571
S, 170,18 216,05 125,58
Lata i mostek z| - 992,14 1044,69 1123,57
zebrami.; g
S, 218,46 214,34 138,25
Antrykot; g X 520,71 503,44 568,57
S, 90,02 100,96 77,44
Comber; g X 548,57 544,06 603,57
S, 87,64 125,14 90,68
Poledwiczka; g Y 57,14 62,81 67,14
S, 11,13 14,14 10,75
Golen tylna; g X 391,43 421,56 441,43
SX
61,29 69,71 43,37
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Tabela 13. Wptyw polimorfizmu w genie CAPN3 na cechy poubojowe wsrdd tryczkow
merynosa barwnego — ciag dalszy.

Genotypy
Cecha Miary , , .
statystyczne 01°01 01°02 02’02
Udziec; g X 173571 1868,13 2062,14
S, 233,42 355,30 193,00
Udziec przed | 172571 1854,38 2046,43
dysekcja; g
S, 233,73 353,49 193,82
Udziec migsnie; g X 1272,86 1358,13 1455,71
S, 167,63 250,52 155,31
Udziec thuszez; g X 203,57 220,00 279,29
S, 32,50 76,51 55,56
Udziec kosci; g X 249,29 a 276,252 3003,57 b
S, 39,31 39,31 345,36
Udziec 9% tkanki | 73,79a 7332a 1947,14 b
RN X
mi¢sniowej
S
0,61 1,85 263,36
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Tabela 13. Wptyw polimorfizmu w genie CAPN3 na cechy poubojowe wsrdd tryczkow
merynosa barwnego — ciag dalszy.
Genotypy

Cecha Miary , , .

statystyczne 01°01 01°02 02°02
Udziec % tkanki | - 11,78 11,63 2501,43
tluszczowej

S, 0,87 2,25 234,14
Udziec % tkanki | ~- 14,43 15,04 412,14
kostnej

S, 0,86 1,10 54,53

AB — érednie oznaczane r6znymi wielkimi literami r6Znig si¢ istotnie statystycznie (p < 0,01)
ab — $rednie oznaczone r6znymi matymi literami rdznig si¢ istotnie statystycznie (p < 0,05)
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Rycina 1. Rozdziat elektroforetyczny fragmentow restrykcyjnych genu
CAST w locus Hin6l (Tor 1: marker molekularny pBR322 DNA/AIul).

Rycina 2. Rozdziat elektroforetyczny fragmentow restrykcyjnych genu
CAST w locus Mspl (Tor 1: marker molekularny pBR322 DNA/AIlul).
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Rycina 3. Rozdzial elektroforetyczny fragmentéw restrykcyjnych genu
CAST w locus Ncol (Tor 1: marker molekularny pUC19/Mspl).

Rycina 4. Rozdziat elektroforetyczny fragmentu genu CAPN3 o dtugosci
168pz.
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CAPN3*01

CAPN3*02

CAPN3*04

CAPN3#*01

CAPN3*02

CAPN3*04

CAPN3#*01

CAPN3*02

CAPN3*04

Rycina 5. Dopasowanie sekwencji nukleotydowych alleli genu kalpainy 3
(CAPN3) owiec. Nukleotydy w eksonie 10. (01, nr GenBank DQ660376)
zaznaczono wielkimi literami, natomiast w intronie matymi. Nukleotydy w
sekwencjach alleli 02 i 04 identyczne z sekwencja 01 zaznaczono myslnikami.
Przedstawione sekwencje alleli 01, 02 oraz 04 odpowiadaja sekwencjom
zdeponowanym w bazie danych NCBI GenBank odpowiednio pod numerami:

ctctcag GATGTCCTACGATGATTTTATCTACCATTTCACAAAGCTGGAGATCTGCAACC 60

GCCGCTGGGTGAGGGGCTGCTCTGCCGGAGGCTGCCGCAACTTCCCAG 168
7777777777777777777777777 Cmmmmmmmmmmmmm e e - 168

7777777777777777777777777 Tommmmmmmmmmmm e e - 168

DQ660376.1, DQ660377.1 oraz JN940729.1.

78



