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Badaniami objeto stada maciorek i trykéw polskich owiec nizinnych (7 stad) z terenu woj.
podlaskiego. Ocenie poddano 349 owiec (326 ¢ i 23 J) w wieku od 2 do 11 lat, nalezacych
do trzech odmian polskich owiec nizinnych: corriedale (2 stada), polskiej owcy nizinnej z
regionu podlaskiego (3 stada) i Zelaznienskiej (2 stada). Wszystkie zwierzeta byly poddane
identyfikacji genu bialka prionowego PrP. Na podstawie przeprowadzonych prac badaw-
czych stwierdzono wysoko istotny wplyw odmiany owiec nizinnych oraz nieistotny plci
na frekwencje alleli i genotypéw. Wykazano wystepowanie pieciu alleli (ALRR, ALRQ,
ALHQ, AFRQ i VLRQ) u odmiany corriedale, natomiast u polskich owiec nizinnych z
regionu podlaskiego nie znaleziono allelu VLRQ, a u Zelaznienskich alleli VLRQ i AFRQ.
Zidentyfikowano 11 genotypow trzesawki, w tym najwiecej u owcy corriedale — 11 genoty-
pow (11 u maciorek i 3 u trykéw), 5 genotypow u polskiej owcy nizinnej z regionu podla-
skiego (5 u maciorek i 2 u trykow) oraz 3 genotypy u owcy zZelaznienskiej (3 u maciorek i 2
u trykéw). Stwierdzono bardzo wysoka frekwencje genotypu ALRR/ALRR i ALRR/ALRQ
u owcy Zelaznienskiej i polskiej owcy nizinnej z regionu podlaskiego w poréwnaniu do
owiec corriedale. Genotypy zawierajace allel AFRQ (ALHQ/AFRQ, AFRQ/AFRQ, VLRQ/
AFRQ) i VLRQ (VLRQ/ALRR, VLRQ/ALRQ, VLRQ/ALHQ, VLRQ/AFRQ) znaleziono
u owiec corriedale, natomiast u owiec nizinnych z regionu podlaskiego genotyp ALRR/
AFRQ znaleziono tylko u jednej maciorki, wykazujac rownoczesnie bardzo niski poziom
ich frekwencji. Stwierdzenie bardzo wysokiej frekwencji alleli i genotypow zawierajacych
allel ALRR u odmiany Zelaznienskiej i polskiej owcy nizinnej z regionu podlaskiego uzna¢
nalezy za niezwykle cenne. Ze wzgledu na wystepowanie u owiec corriedale alleli i geno-
typow zawierajacych VLRQ i AFRQ, przy nizszej frekwencji ALRR, wskazane jest opra-
cowanie dla tej odmiany programu hodowlanego zmieniajacego istniejacy rozklad alleli
i genotypow trzesawki.

SEOWA KLUCZOWE: owce / PrP / frekwencja alleli i genotypow
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W 2001 roku Parlament UE ustanowit reguty prawne dotyczace zapobiegania, kon-
troli 1 zwalczania pasazowalnych encefalopatii gabczastych [16]. W 2003 roku decyzja
nr 2003/100/WE Komisja Europejska ustanowita obowigzkowe tworzenie schematow ho-
dowlanych skierowanych na zwigkszanie genetycznej opornosci na trzgsawke u wszystkich
ras owiec w Europie [1]. Ponadto, Rozporzadzeniem nr 260/2003 wydano postanowienie o
zwalczaniu BSE (encefalopatii ggbczastej) u owiec i kdz oraz uregulowano kwesti¢ handlu
zywymi owcami i kozami, a takze embrionami bydta [15]. Za wystepowanie trz¢sawki
u owiec odpowiedzialne jest biatko prionowe PrP. W genie PrP zaobserwowano szereg
polimorfizméw w kodonach 136, 141, 154 i 171, ktore sa odpowiedzialne za genetyczng
opornos¢ lub wrazliwo$¢ na trzesawke [2, 5, 12]. Ponadto uznano, ze allele AFRR lub
ALRR gwarantuja najmniejsza wrazliwos¢ na trzesawke. Zaobserwowano, ze w Wielkiej
Brytanii i Holandii allel VFRQ jest odpowiedzialny za duzy stopien wrazliwosci owiec
na t¢ jednostke chorobowsg. Allele ALRR i AFRR wystepowaty najrzadziej u owiec, u
ktérych stwierdzono kliniczne objawy trzesawki, dlatego tez selekcja jest podstawowym
narzgdziem eliminowania i kontroli tej choroby u owiec [3, 5, 18].

W Polsce prowadzono dotychczas badania monitorujgce wystgpowanie alleli trzgsawki
u wielu ras [7, 10, 14] oraz do$wiadczenie zmierzajace do zwigkszenia frekwencji opor-
nych na trzgsawke uwarunkowan genetycznych [8]. W efekcie udowodniono brak wyste-
powania alleli kodujacych waling u wrzoséwki polskiej [7, 8, 10, 14]. U pozostatych ras
krajowych uwarunkowanie to wystepowato z r6zng frekwencja. Z kolei wsrod grupy pol-
skich owiec nizinnych, zajmujacych znaczaca pozycje w pogtowiu krajowym [13], poza
owca zelaznienska [ 10] takich prac nie prowadzono. Zroéznicowanie odmian ze wzgledu na
schematy tworcze jest dos¢ znaczne. W trakcie prac hodowlanych przy wytwarzaniu owcy
zelaznienskiej brata udziat angielska rasa dtugoweknista leicester [11], a typu corriedale
—rasa lincoln [9], natomiast w przypadku polskich owiec nizinnych w rejonie Podlasia —
romney march [4]. W zwigzku z faktem, iz wszystkie wymienione wyzej odmiany owiec
licznie wystepuja w woj. podlaskim, podjeto probe oceny frekwencji gendw 1 genotypow
biatka PrP u kazdej z nich, celem poznania genetycznej wrazliwosci na trzgsawke u tej
grupy owiec w rejonie potnocno-wschodniej Polski.

Material i metody

Badaniami obj¢to stada maciorek i trykdéw réznych odmian polskich owiec nizinnych
(7 stad) z terenu woj. podlaskiego, w tym 2 stada owcy corriedale, 2 stada owcy zelaznien-
skiej i 3 stada owcy nizinnej z rejonu podlaskiego. Ocenie poddano zwierzeta w wieku od
2 do 11 lat (tab. 1).

Stada, w ktorych pobierano proby zostaty wybrane losowo. Z zyty jarzmowej zwie-
rzat pobierano krew do probowek zawierajacych EDTA, w celu izolacji DNA genomo-
wego na potrzeby analiz molekularno-genetycznych. DNA izolowano z leukocytow krwi
przechowywanej z EDTA. W celu otrzymania wysokiej jakosci DNA, nadajacego si¢ po
zamrozeniu i1 rozmrozeniu do wielokrotnego uzycia, krew zostata wstepnie oczyszczona
z powodujacych modyfikacje DNA zwigzkow hemu przez usuni¢cie produktow lizy ery-
trocytdow. DNA byto izolowane z leukocytéw metoda chromatografii na minikolumnach
silikatowych firmy A&A Biotechnology (Gdansk, Polska). Frakcja otrzymanego w ten
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Tabela 1 — Table 1
Materiat doswiadczalny wykorzystany w badaniach

Experimental material used in the study

Liczba maciorek i trykoéw
Number of ewes and rams

Rasa
Breed r?(f;rln r?gfa Iln w poszczegolnych stadach
0 a in each herd
Corriedale 85 4 stado 1: 78 9,4 &
Corriedale Sheep herd 1
stado 2: 7 @
herd 2
Polska owca nizinna z regionu podlaskiego 161 14 stado 1:24 @,4 &
Polish Lowland Sheep of Podlasie herd 1
stado 2:48 9,4 &
herd 2
stado 3: 89 2,6 &
herd 3
Owca zelaznienska 80 5 stado 1: 70 2,4 &
Zelaznieniska Sheep herd 1
stado2:10 2,13
herd 2
Suma w obrgbie plci 326 23
Total within sex
Razem 349
Total

sposob DNA postuzyta jako matryca do amplifikacji polimorficznego fragmentu genu dla
biatka prionowego.

Genotypowanie alleli trzgsawki prowadzono systemem KASPar®. System ten oraz pro-
cedura genotypowania (www.kbioscience.co.uk) polegaja na stosowaniu metody polimor-
fizmu punktowego SNP z zastosowaniem starterow wymienionych w tabeli 2.

Na podstawie odczytu genotypowanych prob DNA, przedstawiono rozktady frekwencji
alleli i genotypéw w obrebie maciorek i trykow. Powyzsze dziatanie stanowito czynnosé
przygotowawcza do nastepnych etapow badan.

Tabela 2 — Table 2
Startery oraz miejsca SNP dla /ocus biatka prionowego

Primers and SNP sites of the prion protein locus

Locts Primes 3" NP Cranges_ Localizatin

Bialko prionowe PrP CACAGTCAGTGGAACAAGCC/ AY909542:g.385A>G  A/G exon 3

PrP prion protein CTTTGCCAGGTTGGGG AY909542:¢.386G>T G/T exon 3
AY909542:g479C>T  C/T exon 3
AY909542:g493C>T  C/T exon 3
AY909542:g.534G>A  G/A exon 3
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Do obliczen statystycznych wykorzystano pakiet programu SPSS 21.0. Za pomoca testu
x> oceniono wplyw rasy i ptci na frekwencje alleli i genotypow. W odniesieniu do wynikow
stosowanego testu w przypadku alleli odczytywano wartoSci graniczne przy 12 stopniach
swobody, w przypadku genotypow — przy 20 stopniach swobody. Wyniki przedstawiono
w tabelach 3.1 4.

Wyniki i dyskusja

W tabeli 3. zestawiono rozklady alleli u badanych odmian polskich owiec nizinnych.
Stwierdzono wystepowanie pigciu alleli (ALRR, ALRQ, ALHQ, AFRQ i VLRQ) u od-
miany corriedale. U polskich owiec nizinnych z regionu podlaskiego, sposrod wyzej wy-
mienionych nie znaleziono allelu VLRQ, natomiast u zelaznienskich nie stwierdzono wy-
stepowania alleli VLRQ i AFRQ. Nie stwierdzono réznic pomiedzy plciami w zakresie
frekwencji poszczegoélnych alleli, mimo mniejszej ilo$ci znajdowanych uwarunkowan u
trykoéw anizeli u maciorek. Natomiast stwierdzono wysoko istotny wptyw rasy. Za bar-
dzo korzystne uzna¢ nalezy udokumentowanie bardzo wysokiej frekwencji allelu ALRR u
owcy zelaznienskiej i polskiej owcy nizinnej z rejonu podlaskiego (powyzej 71%). Takze
wysokg frekwencje tego allelu stwierdzono u owiec corriedale (50%). Za niekorzystne

Tabela 3 — Table 3
Czgstotliwo$¢ wystepowania alleli PrP u badanych owiec

Frequency of PrP alleles in the sheep

Allele — Alleles

Wyszczegolnienie Liczebnos¢ i udziat m
Specification Number and percentage AT RR ALRQ ALHQ AFRQ VLRQ O%St:fn
Corriedale Q 33 19 25 19 24 170
Corriedale Sheep a8 6 0 1 1 0 3
43 89 19 26 20 24 178
% 50,00 10,67 14,61 11,24 13,48 100,00
Polska owca nizinna Q 241 56 24 1 0 322
gompdaiiere 2 6 0 o 0 o
Sheep of Podlasie 4 263 62 24 1 0 350
% 75,14 17,71 6,86 0,29 0,00 100,00
Owca zelaznienska Q 116 42 2 0 0 160
Zelaznienska Sheep a 6 4 0 0 0 10
43 122 46 2 0 0 170
% 71,76 27,06 1,18 0,00 0,00 100,00
Ogotem Q 440 117 51 20 24 652
Total 3 34 10 1 1 0 46
ok 474 127 52 21 24 698
% 6791 18,19 7,45 3,01 3,44 100,00
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uzna¢ nalezy wystepowanie allelu VLRQ u owiec corriedale oraz allelu AFRQ u owiec
corriedale 1 polskich owiec nizinnych z regionu podlaskiego, mimo ze przy bardzo niskiej
frekwencji. Allel VLRQ jest uwazany za nieoporny na trzgsawke klasyczna, a AFRQ za
nieoporny na trzgsawke atypowa. W pracach hodowlanych nalezy wyeliminowac ze stada
zwierzeta, ktore sg nosicielami tych alleli [7, 8, 10, 14].

Uzyskane wyniki potwierdzaja tendencje wykazane przez innych autorow u réznych
ras owiec [3, 5, 6, 18, 12]. Podkresli¢ nalezy fakt, ze u owcy zelaznienskiej i polskiej
owcy nizinnej z regionu podlaskiego nie stwierdzono wystepowania allelu VLRQ, po-
dobnie jak to wykazano w innych pracach w odniesieniu do wrzosowki polskiej [7, 8,
10, 14].

Rozktad genotypow trzgsawki przedstawiono w tabeli 4. W badanym materiale ziden-
tyfikowano 11 genotypdw trzesawki, w tym najwiecej u owcy corriedale — 11 genotypow
(11 u maciorek i 3 u trykéw), 5 genotypéw u polskiej owcy nizinnej z regionu podlaskie-
20 (5 u maciorek i 2 u trykéw) oraz 3 genotypy u owcy zelaznienskiej (3 u maciorek i
2 u trykéw). Nie wykazano genotypow z allelem VLRQ i AFRQ u trykéw, mimo braku
istotnos$ci wptywu plei na frekwencje ich wystgpowania. Wptyw odmiany owiec na fre-
kwencje poszczegolnych genotypow trzgsawki okazat si¢ wysoko istotny statystycznie.
Stwierdzono bardzo wysoka frekwencje genotypu ALRR/ALRR u owcy zelaznienskiej i
polskiej owcy nizinnej z regionu podlaskiego w poréwnaniu do owiec corriedale. Podobna
sytuacja zostata stwierdzona w przypadku czestotliwosci wystepowania genotypu ALRR/
ALRQ. Genotypy zawierajace allel AFRQ (ALHQ/AFRQ, AFRQ/AFRQ, VLRQ/AFRQ)
i VLRQ (VLRQ/ALRR, VLRQ/ALRQ, VLRQ/ALHQ, VLRQ/AFRQ) zostaly stwierdzo-
ne tylko u owiec corriedale i tylko u maciorek, wykazujac bardzo niski poziom frekwen-
cji. Natomiast genotyp ALRR/AFRQ znaleziony zostat tylko u jednej maciorki polskiej
owcy nizinnej z regionu podlaskiego. Oznacza to, ze owce zelaznienskie i w zasadzie
polskie owce nizinne z regionu podlaskiego charakteryzuja si¢ brakiem lub marginalnie
niskg frekwencjg uwarunkowan charakterystycznych dla genetycznej podatnosci zarowno
na trzgsawke klasyczna, jak i atypowa. W odniesieniu do owiec corriedale istnieje dos¢
pilna potrzeba ustalenia programu hodowlanego umozliwiajacego usunigcie zwierzat po-
siadajacych podatne na trzgsawke uwarunkowania genetyczne, celem uwolnienia od nich
tej populacji owiec.

Wyniki przeprowadzonych badan potwierdzaja rozktad genotypow wrazliwych w locus
PrP wykazywanych u innych ras i wskazujg na ich stosunkowo stabe zr6éznicowanie u
owcy zelaznienskiej i polskiej owcy nizinnej regionu podlaskiego, podobnie jak to stwier-
dzono w odniesieniu do wrzosowki polskiej [7, 8, 10, 14] oraz praprzodkdéw owiec i ich
mieszancéw [3, 5, 6, 12, 18]. Rezultaty prac badawczych dotyczacych owiec corriedale
sygnalizuja duze zréznicowanie zarowno w odniesieniu do liczby alleli, jak i genotypow,
podobnie jak to wykazano u ras welnisto-migsnych i mieszancéw migsnych [3, 5, 6, 18].
Wskazuje to na zasadno$¢ opracowania dla tej odmiany owiec programu hodowlanego
umozliwiajacego identyfikacje uwarunkowan trzesawki, w celu wyeliminowania z popu-
lacji alleli VLRQ i AFRQ. Niezwykle cennym wynikiem tych badan jest stwierdzenie bar-
dzo wysokiej frekwencji alleli i genotypdw zawierajacych allel ALRR, w szczegdlnosci u
odmiany zelaznienskiej i polskiej owcy nizinnej z regionu podlaskiego.
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Na podstawie przeprowadzonych prac badawczych, wykonanych w odniesieniu do
trzech odmian polskich owiec nizinnych utrzymywanych w woj. podlaskim, stwierdzono
wysoko istotny wplyw odmiany owiec nizinnych oraz nieistotny plci na frekwencje alleli
i genotypow PrP. Wykazano wystepowanie pieciu alleli (ALRR, ALRQ, ALHQ, AFRQ
i VLRQ) u odmiany corriedale, natomiast u polskich owiec nizinnych z regionu podla-
skiego, sposrod wyzej wymienionych, nie znaleziono allelu VLRQ, a u zelaznienskich
alleli VLRQ i AFRQ. Zidentyfikowano 11 genotypéw biatka PrP, w tym najwigcej u owcy
corriedale — 11 genotypdéw (11 u maciorek i 3 u trykow), 5 genotypdw u polskiej owcy
nizinnej z regionu podlaskiego (5 u maciorek i 2 u trykow) oraz 3 genotypy u owcy zelaz-
nienskiej (3 u maciorek i 2 u trykow). Stwierdzono bardzo wysoka frekwencjg¢ genotypow
ALRR/ALRR i ALRR/ALRQ u owcy zelaznienskiej i polskiej owcy nizinnej regionu pod-
laskiego w poréwnaniu do owiec corriedale. Genotypy zawierajace allel AFRQ (ALHQ/
AFRQ, AFRQ/AFRQ) i VLRQ (VLRQ/ALRR, VLRQ/ALRQ, VLRQ/ALHQ, VLRQ/
AFRQ) zostaty stwierdzone tylko u owiec corriedale, natomiast u owiec nizinnych z regio-
nu podlaskiego ALRR/AFRQ stwierdzono jedynie u maciorek, wykazujac rownocze$nie
bardzo niski poziom ich frekwencji.

Podsumowujac, za niezwykle cenny wynik uzna¢ nalezy stwierdzenie bardzo wyso-
kiej frekwencji alleli i genotypdéw zawierajacych allel ALRR u odmiany zelaznienskiej i
polskiej owcy nizinnej z regionu podlaskiego. Ze wzgledu na wystgpowanie u owiec cor-
riedale alleli i genotypow zawierajacych VLRQ i AFRQ, przy nizszej frekwencji wystepo-
wania ALRR, wskazane jest opracowanie dla tej odmiany owiec programu hodowlanego
zmieniajacego istniejacy rozktad alleli 1 genotypow w locus PrP.
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Polimorfizm genu biatka prionowego PrP u polskich owiec nizinnych...
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Polymorphism of the prion protein gene PrP in Polish
Lowland Sheep raised in the Podlasie region

Summary

The study was conducted on ewes and rams of the breed Polish Lowland Sheep from 7 flocks in the
Podlasie Voivodeship. The analysis included 349 sheep (326 ¢ and 23 ) aged 2 to 11 years, belonging
to three varieties of Polish Lowland Sheep: Corriedale (2 herds), Polish Lowland Sheep of Podlasie (3
herds) and Zelazniefiska Sheep (2 herds). Identification of the PrP prion protein gene was performed
in all the animals. The variety of Polish Lowland Sheep was found to have a highly significant effect,
and sex an insignificant effect, on the frequency of scrapie alleles and genotypes. Five scrapie alleles
(ALRR, ALRQ, ALHQ, AFRQ and VLRQ) were found in the Corriedale Sheep. Of these alleles,
VLRQ was not found in the Polish Lowland Sheep of Podlasie and VLRQ and AFRQ were not found
in the Zelaznieniska Sheep. Eleven genotypes of scrapie were identified, with the greatest number
in the Corriedale Sheep — 11 genotypes (11 in ewes, 3 in rams), 5 genotypes in the Polish Lowland
Sheep of Podlasie (5 in ewes, 2 in rams) and 3 genotypes in the Zelaznienska Sheep (3 in ewes, 2 in
rams). The frequency of ALRR/ALRR and ALRR/ALRQ genotypes in the Polish Lowland Sheep
of Podlasie and Zelaznienska Sheep was very high compared to the Corriedale Sheep. Genotypes
containing the AFRQ allele (ALHQ/AFRQ, AFRQ/AFRQ, VLRQ/AFRQ) and the VLRQ allele
(VLRQ/ALRR, VLRQ/ALRQ, VLRQ/ALHQ, VLRQ/AFRQ) were found in the Corriedale Sheep.
In the Polish Lowland Sheep of Podlasie the ALRR/AFRQ genotype was found only in one ewe. The
very high frequency of alleles and genotypes containing the ALRR allele in the Zelaznienska Sheep
and Polish Lowland Sheep of Podlasie must be regarded as a very valuable result. Due to the presence
in Corriedale Sheep of alleles and genotypes containing VLRQ and AFRQ, with a lower frequency of
ALRR, a breeding programme for this breed should be developed to modify the current frequency of
scrapie alleles and genotypes.
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