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Badaniami objeto stado podstawowe matek i trykow rasy wrzoséwka polska i owca zelaz-
nienska, utrzymywanych w Doswiadczalnej Fermie Owiec i K6z im. Prof. A. Skoczylasa
w Zelaznej w latach 2009-2011. Zbadano 538 matek stada podstawowego i 29 trykéw roz-
plodowych wrzoséwki polskiej oraz 293 matki stadne i 18 trykéw rozplodowych owcy ze-
laznienskiej. Wszystkie zwierzeta poddane byly ocenie wystepowania mutacji genu bialka
prionowego PrP. Na podstawie przeprowadzonych prac badawczych stwierdzono mniejsze
zroznicowanie genetyczne w zakresie wystepowania alleli i genotypéw bialka prionowego u
trykéw rozplodowych (3 genotypy i 3 allele u wrzoséwki polskiej oraz 2 genotypy i 2 allele
u owcy Zelaznienskiej) anizeli u matek stada podstawowego (6 genotypow i 3 allele u wrzo-
sOwki polskiej oraz 5 genotypow i 3 allele u owcy Zelaznienskiej). W ostatnim roku badan u
obu ras w grupie trykéw rozplodowych wystepowaly juz tylko osobniki o genotypie ARR/
ARR. Stwierdzono nieistotny wplyw roku obserwacji na frekwencje wystepowania alleli
i genotypow bialka prionowego u matek stadnych i trykéw rozplodowych, z wyjatkiem
istotnego oddzialywania stwierdzonego jedynie u trykéw rozptodowych rasy wrzoséwka
polska.

SEOWA KLUCZOWE: owce / PrP / frekwencja alleli i genotypow

Trzgsawka (ang. scrapie), podobnie jak BSE u krow i choroba Creutzfeldt’a-Jakob’a
u ludzi, jest naturalnie pojawiajacg si¢ forma pasazowalnej encefalopatii ggbczastej (ang.
TSE). Z kolei bialko prionowe (PrP) jest odpowiedzialne za wystepowanie trzesawki
uowiec. W genie PrP, ktory jest odpowiedzialny za (genetyczng) opornos¢ lub wrazliwosé
na trzgsawke [1, 3, 5, 9] zaobserwowano szereg polimorfizméw w kodonach 136, 154
i 171. Ponadto wykazano, ze allel ARR gwarantuje najmniejszg wrazliwo$¢ na trzesawke.
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W badaniach prowadzonych w Wielkiej Brytanii i Holandii stwierdzono, ze zwierz¢ta —
nosiciele allelu VRQ, w bardzo duzym stopniu sg wrazliwe na t¢ jednostke chorobows,
natomiast allel ARR wystepowat najrzadziej u owiec, u ktorych stwierdzono jej kliniczne
objawy. Zwigkszenie frekwencji tego allelu uznawane jest za podstawowe narzedzie elimi-
nowania i kontroli trzgsawki u owiec [2, 3, 11]. Nie dziwi wigc, ze okreslanie alleli biatka
prionowego PrP zostato zawarte w aktach prawnych Unii Europejskiej i rozporzadzeniach
krajowych [6, 7, 8].

Celem niniejszej pracy byto okreslenie frekwencji alleli i genotypow biatka prionowego
u zwierzat pochodzacych ze stad zarodowych owiec rasy wrzoséwka polska i owca zelaz-
nienska, utrzymywanych w latach 2009-2011. Obie rasy objete byty programem ochrony
zasobow genetycznych.

Material i metody

Badaniami objeto stado maciorek i trykdw dwoch ras: wrzoséwka polska i owca zelaz-
nienska, utrzymywanych w Doswiadczalnej Fermie Owiec i K6z im. Prof. A. Skoczylasa
w Zelaznej. W przypadku wrzosowki polskiej oceniano 538 matek stada podstawowego i
29 trykow rozptodowych, natomiast u owcy zelaznienskiej — 293 matki stadne i 18 trykow
rozptodowych.

DNA izolowano z leukocytow. W celu otrzymania wysokiej jakosci DNA, nadajacego
si¢ po zamrozeniu i rozmrozeniu do wielokrotnego uzycia, krew zostata wstepnie oczysz-
czona z powodujacych modyfikacje w DNA zwigzkow hemu przez usunigcie produktow
lizy erytrocytow. Okreslanie alleli biatka prionowego prowadzono systemem KASPar®,
metoda polimorfizmu punktowego SNP (tab. 1).

Tabela 1 — Table 1
Startery oraz miejsca SNP dla /ocus biatka prionowego

Primers and SNP sites of the prion protein locus

Kodon Stgrtery 3.5 SNP Zmiany Lokal'iza(';ja
Codon  Primers 3°-5° Changes Localization
171 CACAGTCAGTGGAACAAGCC/ AY909542:2.385A>G A/G exon 3
11 CTTTGCCAGGTTGGGG AY909542:.386G>T GIT exon 3
136 AY909542:2.479C>T; C/T exon 3
154 AY909542:2.534G>A G/A exon 3

Na podstawie odczytu genotypowanych prob DNA w obrebie ras u matek stada pod-
stawowego 1 trykow rozptodowych przedstawione zostaty frekwencje alleli i genotypow
biatka prionowego. Do obliczen statystycznych wykorzystano pakiet statystyczny SPSS
wersja 21.0 [10]. Za pomoca testu x> oceniono wyliczone frekwencje alleli i genotypow
biatka prionowego w obrebie rasy i pici. Liczba stopni swobody (df) zostala w poszcze-
gblnych analizach obliczona wedtug wzoru [(liczba lat — 1) x (liczba genotypow lub
alleli — 1)].
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Whyniki i dyskusja

Porownanie frekwencji genotypow i alleli biatka prionowego w stadach wrzoséwki pol-
skiej i owcy zelaznienskiej przedstawiono w tabelach 2-9.

Wrzosowka polska

Wyniki badan wykonanych w stadzie podstawowym matek w latach 2009-2011 przed-
stawiono w tabeli 2. Znaleziono sze$¢ genotypow biatka prionowego. Trzy z nich zawiera-
ly allel ARR i tacznie miaty zdecydowanie najwickszy udziat w calym stadzie. Frekwencja
najcenniejszego genotypu ARR/ARR wynosita od 16,0% do 20,1%. Mimo braku wptywu
roku na frekwencje genotypow, mozna zauwazy¢ tendencje do zwigkszania si¢ frekwen-
cji genotypdéw zawierajacych allel ARR. Uktad frekwencji zblizony byt do wykazanych
w badaniach Gombojav i wsp. [1], wykonanych na rasach prymitywnych. Natomiast w
odniesieniu do frekwencji genotypu ARR/ARR, obserwowano jej wyzszy poziom anizeli
wykazany w badaniach przeprowadzonych w stadzie wrzosowki polskiej przez Niznikow-
skiego i wsp. [4].

Tabela 2 — Table 2

Frekwencja genotypow biatka prionowego u matek stada podstawowego rasy wrzoséwka polska w latach
2009-2011

Frequency of prion protein genotypes in foundation stock ewes of Polish Heath Sheep in 2009-2011

. Rok badan
Frekwencja (%) Year of study n
Frequency (%)
2009 2010 2011
n 175 185 178 538
Genotyp
Genotype
ARR/ARR 16,00 16,80 20,10 95
ARR/ARQ 40,60 46,50 48,30 243
ARR/AHQ 17,10 15,10 15,20 85
ARQ/ARQ 16,00 14,10 10,70 73
ARQ/AHQ 9,70 7,00 5,60 40
AHQ/AHQ 0,60 0,50 0,00 2

£=7,538; df=10, p=0,674

Analiz¢ wynikéw wykonang w odniesieniu do trykow stadnych przedstawiono w tabe-
li 3. Stwierdzono istotny wptyw roku badan na frekwencje poszczegdlnych genotypow,
wskazujac na preferowanie przy wyborze do stada osobnikoéw o genotypie ARR/ARR. W
2011 roku frekwencja tego genotypu wynosita 100%, co doprowadzito od 2012 roku do
uzyskiwania potomstwa posiadajacego tylko ten allel.

Roéwnoczesnie przeprowadzono analogiczne poréwnania w zakresie frekwencji alleli
biatka prionowego u owiec stada podstawowego w trzech latach badan.

U matek stadnych stwierdzono wystgpowanie tylko trzech alleli: ARR, ARQ i AHQ
(tab. 4). Nie wykazano wptywu roku na frekwencj¢ wystepowania alleli biatka prionowe-
go. Obserwowano jednak nieznaczny wzrost frekwencji allelu ARR, przy rownoczesnym
obnizaniu dwoch pozostatych.

11



R. Niznikowski i wsp.

Tabela 3 — Table 3
Frekwencja genotypow biatka prionowego u trykow rozptodowych rasy wrzosowka polska w latach 2009-2011
Frequency of prion protein genotypes in stud rams of Polish Heath Sheep in 2009-2011

. Rok badan
Frekwencja (%) Year of study n
Frequency (%)
2009 2010 2011

n 11 8 10 29
Genotyp
Genotype

ARR/ARR 45,50 87,50 100,00 22

ARR/ARQ 36,40 12,50 0,00 5

ARR/AHQ 18,20 0,00 0,00 2

1=9,686; df=4, p=0,046

Tabela 4 — Table 4
Frekwencja alleli biatka prionowego u matek stada podstawowego rasy wrzosowka polska w latach 2009-2011

Frequency of prion protein alleles in foundation stock ewes of Polish Heath Sheep in 2009-2011

. Rok badan
Frekwencja (%) Year of study n
Frequency (%)
2009 2010 2011

n 350 370 356 1076
Allele
Alleles

ARR 44,90 47,60 52,00 518

ARQ 41,10 40,80 37,60 429

AHQ 14,00 11,60 10,40 129

1=0,097; df=4, p=0,999

U trykow rozplodowych nastapito wyeliminowanie alleli ARQ i AHQ, i w roku 2011
wystepowatl juz tylko jeden allel — ARR (tab. 5). Wykazanie braku wystepowania allelu
VRQ jest bardzo korzystnym efektem prowadzonych badan. Eliminowanie ze stada zwie-
rzat posiadajacych ten allel gwarantuje pozyskiwanie potomstwa opornego genetycznie na
kliniczne formy trzgsawki.

Tabela 5 — Table 5

Frekwencja alleli biatka prionowego u trykow rozptodowych rasy wrzosowka polska w latach 2009-2011
Frequency of prion protein alleles in stud rams of Polish Heath Sheep in 2009-2011

. Rok badan
Frekwencja (%) Year of study n
Frequency (%)
2009 2010 2011

n 22 16 20 58
Allele
Alleles

ARR 72,70 93,80 100,00 51

ARQ 18,20 6,30 0,00 5

AHQ 9,10 0,00 0,00 2

£=8,405; df=4, p=0,078
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Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze nie wykazano wptywu roku obserwacji na frekwen-
cj¢ alleli i genotypow u obu grup stada wrzosdwki polskiej, z wyjatkiem analizy dotyczacej
oceny wplywu roku na frekwencje réznych genotypdéw u trykéw stadnych. Tendencje wy-
kazane u trykow rozptodowych potwierdzaja wyniki badan innych autorow, wskazujacych
na mozliwosci prowadzenia skutecznej pracy hodowlanej w tym zakresie [2, 3, 9, 11].

Owca Zelainienska

Oceng frekwencji genotypow biatka prionowego u matek stadnych i trykow rozplo-
dowych przedstawiono w tabelach 6. i 7. U matek stadnych stwierdzono wystepowanie
pigciu genotypow, a u trykow rozptodowych — dwa. Za pozytywny u matek stadnych uznac
nalezy relatywnie wysoki udzial genotypow zawierajacych allel ARR we wszystkich la-
tach badan. Jest on znacznie wyzszy niz stwierdzany w badaniach innych autorow, wy-
konywanych na owcach rodzimych nie selekcjonowanych w tym kierunku [1, 3, 5, 9].

Tabela 6 — Table 6

Frekwencja genotypow biatka prionowego u matek stada podstawowego owcy zelaznienskiej w latach
2009-2011

Frequency of prion protein genotypes in foundation stock ewes of Zelaznieniska Sheep in 2009-2011

X Rok badan
E;zg&e&cj a( g/z/; ) Year of study n
2009 2010 2011

n 92 100 101 293

Genotyp

Genotypes
ARR/ARR 22,80 28,00 27,70 77
ARR/ARQ 46,70 51,00 52,50 147
ARR/AHQ 5,40 3,00 5,0 13
ARQ/ARQ 20,70 15,00 11,90 46
ARQ/AHQ 4,30 3,00 3,00 10

=4,429; df=8, p=0,817

Znacznie mniejsze zroznicowanie co do liczby genotypdéw wykazano u trykoéw rozplo-
dowych (tab. 7). W roku 2011 wystgpowat juz tylko genotyp ARR/ARR. Wyeliminowano
genotyp zawierajacy allel ARQ, ktory jest charakterystyczny dla owiec ras prymitywnych
i muflona europejskiego [1, 4, 5].

Tabela 7 — Table 7
Frekwencja genotypow biatka prionowego u trykow rozptodowych owcy zelaznienskiej w latach 2009-2011
Frequency of prion protein genotypes in stud rams of Zelaznienska Sheep in 2009-2011

Frekwencja (% Rok badan
F requenc;/ (gA])) Year of study n
2009 2010 2011
c ! 6 5 18
Genotyp
Genotypes
ARR/ARR 42,90 66,70 100,00 12
ARR/ARQ 57,10 3330 0,00 6

=4.286; df=2, p=0,117
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Oceng frekwencji poszczegolnych alleli biatka prionowego u matek stadnych i trykéw roz-
ptodowych owcy Zelaznienskiej przedstawiono w tabelach 8. 19. U matek stada podstawowe-
go wykazano wystgpowanie 3 alleli we wszystkich latach badan (tab. 8), natomiast u trykow
rozptodowych w roku 2009 12010 znaleziono dwa, a w roku 2011 juz tylko allel ARR (tab. 9).
Obserwowany kierunek zmian, zarowno w stadzie matek stada podstawowego, jak i u trykow
rozptodowych nalezy uzna¢ za wlasciwy, ze wzglgdu na wzrost frekwencji allelu ARR — opor-
nego genetycznie na trz¢sawke, co jest zgodne z wnioskami innych autoréw [2, 3,9, 11].

Tabela 8 — Table 8
Frekwencja alleli biatka prionowego u matek stada podstawowego owcy zelaznienskiej w latach 2009-2011

Frequency of prion protein alleles in foundation stock ewes of Zelazniefiska Sheep in 2009-2011

. Rok badan
Frekwencja (%) Year of study n
Frequency (%)
2009 2010 2011

n 184 200 202 586
Allele
Alleles

ARR 48,90 55,00 56,40 314

ARQ 46,20 42,00 39,60 249

AHQ 4,90 3,00 4,00 23

¥=3,007; df=4, p=0,557

Tabela 9 — Table 9
Frekwencja alleli biatka prionowego u trykéw rozptodowych owcy zelaznienskiej w latach 2009-2011

Frequency of prion protein alleles in stud rams of Zelaznienska Sheep in 2009-2011

. Rok badan
Frekwencja (%) Year of study n
Frequency (%)
2009 2010 2011

n 14 12 10 36
Allele
Alleles

ARR 71,40 83,30 100,00 30

ARQ 28,60 16,70 0,00 6

¥*=3,429; df=2, p=0,180

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze nie wykazano wptywu roku obserwacji na frekwe-
ncje alleli i genotypdw biatka prionowego u obu grup stada owcy zelaznienskiej. Obserwowano
mniejsza liczbe alleli 1 genotypow biatka prionowego PrP u trykow rozptodowych anizeli u
matek stadnych. Uzyskane rezultaty sa efektem pracy hodowlanej, zmierzajacej do zwicksza-
nia frekwencji alleli i genotypoéw warunkujacych genetyczng opornosé na trzgsawke. Tendencje
wykazane u zwierzat dorostych (matek stadnych i trykéw rozptodowych) potwierdzaja wska-
zywane przez innych autorow mozliwosci prowadzenia skutecznej pracy hodowlanej w tym
zakresie [2, 3, 9, 11].

Na podstawie prac badawczych przeprowadzonych w DFOIK Zelazna, dotyczacych
frekwencji mutacji genu biatka prionowego PrP, wykazano:

— mnigjsze zréznicowanie genetyczne w zakresie wystepowania alleli 1 genotypow biat-
ka prionowego u trykdéw rozptodowych (3 genotypy i 3 allele u wrzoséwki polskiej oraz 2
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genotypy 12 allele u owcy zelaznienskiej) niz u matek stada podstawowego (6 genotypow
i3 allele u wrzosowki polskiej oraz 5 genotypow i 3 allele u owcy zelaznienskiej). W 2011
roku u obu ras w grupie trykoéw rozptodowych wystepowaty juz tylko osobniki o genotypie
ARR/ARR.

— brak wplywu roku obserwacji na frekwencje alleli i genotypow biatka prionowego w
grupach matek stadnych i trykow rozptodowych. Istotne oddziatywanie w tym zakresie
stwierdzono jedynie u trykéw rozptodowych rasy wrzoséwka polska, jednak niewielka
liczba zwierzat objetych obserwacjami wymusza ostrozne wnioskowanie.

Wyniki uzyskane w odniesieniu do trykow rozptodowych wskazuja na zasadno$¢ pro-
wadzenia selekcji w kierunku poprawy frekwencji korzystnych alleli i genotypow biatka
prionowego PrP oraz potrzeb¢ opracowania programu hodowlanego.
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Polymorphism of the prion protein PrP in Polish Heath Sheep and
Zelaznienska Sheep flocks from the Experimental Farm in Zelazna

Summary

The study was conducted in the Experimental Farm in Zelazna on foundation stocks and stud rams
of two breeds: Polish Heath Sheep and Zelaznienska Sheep. The research included 538 foundation
stock ewes and 29 stud rams of Polish Heath Sheep and 293 foundation stock ewes and 18 stud rams
of Zelaznienska Sheep. Identification of the PrP prion protein gene was carried out in all animals.
Genetic diversity in the frequency of scrapie alleles and genotypes was found to be lower in stud rams
(3 genotypes and 3 alleles in Polish Heath Sheep and 2 genotypes and 2 alleles in Zelaznienska Sheep)
than in foundation stock ewes (6 genotypes and 3 alleles in Polish Heath Sheep and 5 genotypes and
3 alleles in Zelaznienska Sheep). In the last year of the study, only rams with the ARR/ARR genotype
were noted in stud rams of both breeds. The year of research had no significant effect on the frequency
of scrapie alleles and genotypes in the foundation stock ewes and stud rams except in Polish Heath
Sheep stud rams.

KEY WORDS: sheep / PrP / frequency of alleles and genotypes
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