L. Dulak i in.

Wiadomosci Zootechniczne, R. LVI (2018), 4: 24-28

Identyfikacja wariantow genetycznych w locus
genu TBX3 zwigzanych z prymitywnymi cechami
umaszczenia u koni czystej krwi arabskiej*

Lucja Dulak’, Monika Stefaniuk-Szmukier', Katarzyna Ropka-Molik?, Barbara Kij?,
Monika Bugno-Poniewierska®

IUniwersytet Rolniczy w Krakowie, Zaktad Hodowli Koni, al. Mickiewicza 24/28, 30-059 Krakow
’Instytut Zootechniki Paristwowy Instytut Badawczy, Dzial Genomiki i Biologii Molekularnej Zwierzgt,
32-083 Balice k. Krakowa
3Uniwersytet Rolniczy w Krakowie, Instytut Nauk Weterynaryjnych, Zaktad Weterynarii, Rozrodu
i Dobrostanu Zwierzqt, al. Mickiewicza 24/28, 30-059 Krakow

Konie czystej krwi arabskiej s3 jedng z naj-
starszych i1 najbardziej wptywowych ras na
$wiecie. W ujeciu historycznym poczatki rasy
koni czystej krwi arabskiej siegajg VII-VIII wie-
ku n.e. na obszarze Srodkowego Wschodu, glow-
nie na Potwyspie Arabskim (Glazewska, 2010).
Sa one uznawane za najszlachetniejsze i najdo-
skonalsze pod wzglgdem ruchu i poprawnosci
budowy. Cechuja si¢ duzg wytrzymatoscia i od-
pornoscig na trudne warunki §rodowiska, dosko-
natym zdrowiem, wysokim procentem plodnosci
1 zrebnosci. Ze wzgledu na swoje cechy konie
arabskie braty udzial w tworzeniu wielu wspot-
czesnych ras koni (Kucera, 2013; Lange, 2016).
Konie czystej krwi arabskiej charakteryzujq si¢
wystepowaniem masci podstawowych, tj.: gniadej
1jej odcieni, kasztanowatej oraz pojawiajacej si¢ naj-
rzadziej masci karej, bedacych wariantami allelu E
(ang. Extension) oraz allelu A (ang. Agouti). W loci E
jest zlokalizowny receptor melanokortyny-1 (MCIR)
kontrolujacy ilo§¢ eumelaniny we wlosach na cie-
le oraz w grzywie i ogonie. W locus A znajduje si¢
natomiast biatko sygnalizacyjne Agouti (4SP) blo-
kujace receptor MC1R i kontrolujace strefowe roz-
mieszczenie eumelaniny i feomelaniny we wlosach
(Rieder, 2009). Zgodnie z literaturg, u koni czystej
krwi arabskiej opisywane sg rowniez wzory umasz-
czenia typu Sabino, ktory wykazuje réznoksztattne,
biate znakowania obejmujace konczyny, glowe oraz
ktode (Brooks i Bailey, 2005) oraz Rabicano, w kto-

*Badania finasowane w ramach projektu BIOSTRA-
TEG2/297267/14/NCBiR/2016.

rym charakterystyczng cecha sa pojawiajace si¢ mig-
dzy ciemnymi — biate wlosy na brzuchu, boku oraz
wzdhuz klatki piersiowej. Mozliwe jest rowniez wy-
stepowanie pojedynczych biatych kosmykow u pod-
stawy ogona (Brooks, 2006). Niemniej jednak, naj-
czesciej wystgpujaca mascig jest siwa G (ang. Grey)
warunkowana przez duplikacje 4,6 tysigca nukelo-
tudoéw w intronie 6 genu STX17 kodujacego biatko
syntaxyne 17 (Pielberg i in., 2008). Allel G jest do-
minujacy i epistatyczny wobec pozostatych warian-
tow umaszczenia koni. Fenotypowo przejawia si¢
to postepujacym wraz z wiekiem siwieniem. Proces
ten jest szybszy, gdy osobnik jest homozygota do-
minujacg G/G (Rieder, 2009). Konie o umaszcze-
niu srokatym sg natomiast eliminowane z hodowli
(Stachurska i Brusniak, 2003).

W procesie udomowienia koni jednym z ele-
mentow selekcji i doboru osobnikéw do kojarzen
byt sposdb ich umaszczenia. Preferencje te ulegaty
znacznym zmianom w zalezno$ci od epoki i danej
kultury. Konie o srokatym umaszczeniu wystepo-
waly znacznie czgséciej na poczatku procesu udomo-
wienia (tj. koncowy etap epoki kamienia do epoki
zelaza). W §redniowieczu natomiast fenotyp srokaty
stracil na popularnos$ci, a masci podstawowe, czy-
li gniady, kasztanowaty i kary zaczelty dominowaé
(Wutke 1 in., 2016). Wzrost liczby koni o umasz-
czeniach rozjasnionych, w tym rozjasnienic DUN
wykazywano od epoki zelaza do czasow $rednio-
wiecza, tj. od 900 lat p.n.e do 400 lat n.e. (Ludwig
i in., 2009). Podloze molekularne genu butanego
D (DUN) zostalo opisane stosunkowo niedawno.
Wykazano, ze za wystepowanie fenotypu DUN
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odpowiedzialne sg dwie polimorficzne zmiany po-
jedynczych nukleotydow typu SNP (ang. Single
Nucleotide Polymorphism) wraz z delecjg 1,6 ty-
sigca par zasad w okolicy genu 7BX3, kodujacego
czynnik transkrypcyjny T-box3 (Imsland i in., 2016).
Rozjasnienie DUN jest umaszczeniem dzikim cha-
rakteryzujacym koniowate, takie jak kiang, onager
czy osiol afrykanski, jak rowniez bliskiego krew-
nego konia udomowionego — konia Przewalskiego
(Imsland 1 in., 2016). Mozna je obserwowaé row-
niez u koni prymitywnych, takich jak kuce islandz-
kie czy koniki polskie (Stefaniuk-Szmukier i in.,
2017). Ich umaszczenie jest jednym z podstawo-
wych kryteriow selekcyjnych, gdyz ksigga stadna
tej rasy jest od 1984 r. ksiggg zamknigta, co ozna-
cza, ze hodowla jest prowadzona w czystosci rasy,
a wpis mogg uzyskac niektore osobniki o rozjasnie-
niu DUN (Stachurska i Brodacki, 2003). Fenotyp
DUN charakteryzuje si¢ rozjasnieniem umaszcze-
nia kasztanowatego, gniadego oraz karego, przez
co uwidaczniajg si¢ barwa butana i myszata. We
wlosach jasniejszych ilos¢ ciemnego pigmentu
jest zredukowana od 25 do 50%. Rozjasnienie nie
obejmuje wlosow grzywy, ogona oraz okolicy pregi
grzbietowej, czgsto wystepujg rowniez pregowania
na konczynach (Imsland i in., 2016). Dotychczas
opisano trzy fenotypowe warianty w analizowa-
nym loci genu TBX3 — Dun (D), ktory jest domi-
nujacy nad non-dunl (dl) oraz non-dun2 (d2).
Fenotyp non-dun jest kodowany przez dwie wersje
allelu: non-dunl zwigzany z prymitywnymi znako-
waniami na nogach i grzbiecie oraz non-dun2 bez

znakowan, u ktorego obecna jest delecja 1617 par
zasad. Zaobserwowano, ze u niektorych osobni-
kow rasy czystej krwi arabskiej wystepujg zarow-
no prega grzbietowa, jak i prymitywne znakowania
na nogach. Na tej podstawie stwierdzono, ze konie
czystej krwi arabskiej mogg rowniez wykazywaé
zmienno$¢ w loci DUN.

Celem pracy byla weryfikacja genotypu
koni czystej krwi arabskiej w locus 7BX3, odpo-
wiedzialnego za rozjasnienie typu DUN.

Material i metody

Materiat do badan stanowita krew obwodowa
pobrana od koni czystej krwi arabskiej utrzymywa-
nych w stadninach Janéw Podlaski i Biatka w ilosci
50 sztuk. 5 ml krwi obwodowej bylo przechowy-
wane w temp. 4°C na antykoagulancie EDTA do
czasu analiz. Genomowe DNA wyizolowano przy
uzyciu zestawu Sherlock (A & A Biotechnology),
zgodnie z instrukcja producenta. Oceng jakosciowa
oraz ilo$ciowa uzyskanego DNA przeprowadzono
na aparacie Nanodrop 2000. Obecnos¢ delecji in/del
1,6 kpz (chr8: 18,227,267) oznaczono przy pomocy
reakcji PCR z uzyciem Kappa HiFi PCR Kit (Kapa
Biosystems) zgodnie z protokolem. Mutacj¢ SNP1
chr8: 18,227,267+1,066G>T oraz SNP2 chrS8:
18,226,905A>G w locus TBX3 (EquCab2.0). SNP1
1 SNP2 zostaly oznaczone metoda sekwencjonowa-
nia Sangera na sekwenatorze kapilarnym Genetic
Analyzer 3500x1 (Applied Biosystems). Sekwencje
starterow uzyte do amplifikacji i rozmiar amplifiko-
wanych regiondw zostaty przedstawione w tabeli 1.

Tabela 1. Sekwencje starterow 5’°a3’ uzyte do amplifikacji fragmentéw DNA w regionie genu 7BX3
Table 1. Sequences of 5°a3’ primers used for amplification of DNA fragments in the TBX3 gene region

Regiony SNP1 chr8: SNP2 chr8: IN/DEL chr8:
Regions 18,227,267+1,066 18,226,905 18,227,267
Metody Sekwencjonowanie Sekwencjonowanie Analiza dlugosci
Methods metodg Sangera metodg Sangera otrzymanych fragmentow PCR
Sanger-based sequencing  Sanger-based sequencing Length analysis of PCR fragments
Produkt PCR 240 pz/bp 155 pz/bp IN 1,837 pz/bp® DEL 215 pz/bp
PCR product
Primer 5°-3° F: TAAGCCTCCA F: TTCCAGGAAC F: CAAGACGCAA
GACACCCAAG CTGAGCAAAT GGCTCTTTCT
R: CAGCTCCCGT R: ATAACCAGGC R: CGTTTCTTTA
CTCCCTAGAT ACCCCTTCTC AGGGCTCGTG

SNP-polimorfizm pojedynczego nukleotydu; PCR-tancuchowa reakcja polimerazy; *na podstawie sekwencji NCBI gbKT896509.1.
SNP-single nucleotide polymorphism; PCR-polymerase chain reaction; “based on NCBI gbKT896509.1 sequence.
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Wyniki i ich oméwienie

W procesie udomowienia koni podstawa se-
lekcji 1 doboru osobnikow do kojarzen byto ich
umaszczenie. Obecnie zyjace konie wykazuja roz-
norakie formy umaszczenia, poczagwszy od masci
podstawowych do rozjasnionych czy srokatych
(Wutke 1 in., 2016; Eken i Mikko, 2009). Istotne
znaczenie w dynamizacji sposobow umaszczenia
mial nie tylko wplyw genow odpowiadajacych
za syntez¢ barwnikow we wlosach, ale rowniez
genow kodujacych biatka majace wplyw na roz-
mieszczenie melanocytéw w cebulkach wlosow.
Przykladem jest opisany wptyw genu 7BX3 na
ekspresje genu KITLG (ligand KIT) (Imsland
iin., 2016) kodujacego biatko, ktore bierze udziat
w migracji melanocytow w skorze i cebulkach
wtoséw (Miller i in., 2007). Wykazano, ze zmo-
dyfikowang ekspresje genu 7BX3 w cebulkach
wtloséw koni o fenotypie Dun mozna zauwazy¢
W sposobie rozmieszczenia barwnego pigmentu.
Lokalizuje si¢ on w rozwijajacych si¢ keratyno-
cytach budujacych kore wlosa. U osobnikow non-
-dun nie zaobserwowano ekspresji genu TBX3
w keratynocytach wtoséw pobranych z zadu, jak
réowniez koni o fenotypie Dun, ktérych probki
stanowity wlosy z pregi grzbietowej. Jego aktyw-
no$¢ stwierdzono w najbardziej zewngtrznych
partiach wtosa, czyli w oskorku mieszkow wloso-
wych. Na tej podstawie wywnioskowano, ze gen
TBX3 dziata w wybranych rejonach kory wtosa,
by zahamowac¢ syntez¢ pigmentu we wlosach roz-
jasnionych u koni o fenotypie Dun (Imsland i in.,

2016). Ponadto, u koni non-dun 7BX3 wplywa na
ekspresje¢ genu KITLG powodujac, ze melanocyty
gromadzg si¢ tylko w jednej potowie tej cebulki.
Uwaza si¢, ze TBX3 oddziatuje na keratynocyty
cebulek wlosowych hamujac synteze barwnego
pigmentu we wlosach rozjasnionych u koni o fe-
notypie Dun. Podsumowujac, wlosy rozjasnione
zawierajg pigment, ktory jest jasniejszy i niesy-
metrycznie roztozony w cebulce przez wpltyw
genu 7BX3 na zmieniong eskpresj¢ genu KITLG,
natomiast u koni o fenotypie non-dun dochodzi
do swobodnej migracji melanocytow (Imsland
iin., 2016).

W przeprowadzonych badaniach dla wszyst-
kich zwierzat oznaczono mutacje w locus genu
TBX3: chr8: 18,227,267+1,067 (SNP1: G w Dun,
T w non-dunl); chr8: 18,226,905 (SNP2: Gw Dun,
A w non-dunl i non-dun2) oraz indel w pozycji
chr8: 18,227,267 (IN/DEL). W populacji koni czy-
stej krwi arabskiej wykazano 100% frekwencje
genotypu AA w SNP2. Zidentyfikowano genotyp
IN/IN w ilosci 58,6% u klaczy i 61,9% u ogierow.
Heterozygoty IN/DEL zajety drugie miejsce co do
czestotliwosci wystgpowania — 24,1% u klaczy
i 33,3% u ogieréw. Najrzadziej pojawit si¢ geno-
typ DEL/DEL w ilo$ci 17,2% u klaczy oraz 4,7%
u ogierow. SNP1 zlokalizowany we fragmen-
cie 1,6 tysigca pz pojawit si¢ w 58,6% u klaczy
1 61,9% u ogierow (tab. 2). Obecnos¢ SNP1 jest
wystarczajaca do wystgpowania fenotypu non-
-dunl, natomiast delecja 1,6 tysigca pz jest pod-
stawg pojawienia si¢ fenotypu non-dun? (tab. 3).

Tabela 2. Frekwencja i procentowy udzial analizowanych genotypoéw w loci 7TBX3 u koni czystej krwi arabskie;j
Table 2. Frequency and percentage of analysed genotypes at TBX3 loci in purebred Arabian horses

DEL/DEL| IN/DEL | IN/IN SNP1 SNP2
TT T/DEL AA

KLACZE — MARES (29) 17.2% (5) 24,1% (7) 58.6% (17) 58,6% (17) 24,1% (7) 100% (29)

OGIERY - STALLIONS 1)  4,7% (1) 33,3% (7) 61,9% (13) 61,9% (13) 33,3%(7) 100% (21)

Tabela 3. Frekwencja i procentowy rozktad analizowanych wariantow fenotypu w loci genu 7BX3
Table 3. Frequency and percentage distribution of analysed phenotype variants at TBX3 loci

non-dunl (d1/d1) | non-dun2 (d1/d2;d2/d2)

KLACZE — MARES (29)
OGIERY - STALLIONS (21)

58,6% (17)
61,9% (13)

41,4% (12)
38% (8)
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Przeprowadzone badania wykazaly obec-
no$¢ w populacji koni czystej krwi arabskiej
alleli non-dunl oraz non-dun2. Allel non-dunl
wykazuje stabszy efekt fenotypowy niz allel non-
-dun2 (Imsland i in., 2016). Fenotyp non-dun2
charakteryzuje si¢ brakiem wyst¢powania prymi-
tywnych znakowan, takich jak prega grzbietowa
czy znakowania na konczynach. Fenotyp non-
-dunl ilustruje efekt posredni migdzy rozjasnie-
niem Dun a non-dun, to znaczy, ze mozliwa jest
do zaobserwowania prega grzbietowa, cho¢ nie
tak wyrazna jak u koni o genotypie D/- i D/D.
Allel non-dun2 nie zostal zaobserwowany u in-
nych gatunkow zwierzat niz Equus caballus, co
moze §wiadczy¢ o jego wspotczesnym pochodze-
niu w przeciwienstwie do allelu non-dunli, ktory
zostat zidentyfikowany w materiale genetycznym
koniowatego z okresu sprzed okoto 43 000 lat
(Imsland i in., 2016). Wywnioskowano, ze rézno-
barwne formy umaszczenia uwydatnialy si¢ takze
u koni nieudomowionych.

Typ wspolczesnego konia czystej krwi arab-
skiej uksztaltowat si¢ w VII wieku n.e. za sprawg
powstajacej religii muzutmanskiej oraz jej przy-
wodcy Mahometa. Jak glosi legenda, wszystkie
rody koni czystej krwi arabskiej wywodzg si¢ od
pieciu klaczy Proroka, na ktoérych odbyt stynng
ucieczke z Mekki do Medyny (Bielawski, 1971).
Cho¢ bezsprzecznie ustalono, ze VII wiek n.e.
stanowi poczatek rasy, to jednak wiele wiekow
wcezesniej koczownicze plemiona Beduindw
odnosily sukcesy w hodowli koni na Potwyspie
Arabskim (Kucera, 2013). Z uwagi na fakt wielo-
wiekowej tradycji i hodowli koni tej rasy mozna
spodziewaé sie, ze tak wczesnie odkryte allele
jak allel non-dunl wystgpowaty u poszczego6l-
nych osobnikow koni czystej krwi arabskiej oraz
pelnily istotng role w selekcji i doborze warto-
sciowych rozptodnikow. Uzyskanie materiatu
genetycznego koni z tego okresu umozliwiloby
potwierdzenie tej hipotezy i dalsze badania nad
rasg koni czystej krwi arabskiej.
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IDENTIFICATION OF GENETIC VARIANTS AT TBX3 LOCUS ASSOCIATED
WITH PRIMITIVE COAT COLOUR TRAITS IN PUREBRED ARABIAN HORSES

Summary

Arabian horses are one of the oldest and most influential breeds in the world. They are characterized by
the appearance of basic coat colours, i.e. bay, chestnut, black and seal brown, which are variants of the E allele
(Extension) and the A allele (Agouti). Moreover, white patterns like sabino and rabicano occur. However, domi-
nant and epistatic gray is the most common. It has been observed that some individuals of Arabian breed have both
dorsal stripe and primitive markings on the legs. The aim of the study was to verify the Arabian horse genotype at
the locus TBX3, responsible for DUN dilution. The performed research showed the presence of non-dunl and non-
dun? alleles in the Arabian horse population. The non-dun2 phenotype is characterized by the lack of occurrence of
primitive markings such as dorsal stripe or markings on the limbs. The non-dun1 phenotype illustrates the indirect
effect between the dilution of Dun and non-dun, that is, it is possible to observe the dorsal stripe, although not as
pronounced as in the genotype D/- and D/D horses.
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