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rogram ochrony zasobow genetycznych owiec
Pjest waznym narz¢dziem ochrony bior6zno-
rodnosci tego gatunku. Od poczatku jego reali-
zacji obserwuje si¢ staly wzrost liczebnosci ro-
dzimych ras owiec; obecnie wynosi ona ponad
63 tys. maciorek, co stanowi prawie 70% popu-
lacji aktywnej (PZO, 2017; www.izoo.krakow/
bioroznorodnosc/owce.pl). Programem ochrony
zasobow genetycznych owiec objetych jest 15
ras: nalezg do nich owce o welnie mieszanej, do
ktorych zaliczamy $winiarke 1 wrzosowke, cakla
podhalanskiego, polska owce gorska odmiany
barwnej; owce merynosowe — merynos w starym
typie, merynos barwny; owce nizinne — wielko-
polska, koridel, uhruska i zelaznienska; owce
dlugowehiste — polska owca pogorza, pomorska,
kamieniecka i olkuska oraz migsna rasa — czarno-
glowka. Hodowla rodzimych ras jest wspomaga-
na doptatami w ramach Programu Rozwoju Ob-
szarow Wiejskich.

Realizacji programu towarzyszg dziata-
nia, ktore opieraja si¢ na wykorzystaniu pozapro-
dukcyjnej roli tego gatunku, takie jak ekstensyw-
ny wypas owiec jako forma ochrony przyrody,
ktory stluzy zachowaniu cennych przyrodniczo
obszaréw. Zwigzana z owczarstwem kultura lo-

*Praca wykonana w ramach projektu ,,Kierunki wyko-
rzystania oraz ochrona zasobéw genetycznych zwierzat
gospodarskich w warunkach zréwnowazonego rozwo-
ju”  wspoélfinansowanego przez Narodowe Centrum
Badan i Rozwoju w ramach Strategicznego programu
badan naukowych i prac rozwojowych ,,Srodowisko
naturalne, rolnictwo 1 le$nictwo” — BIOSTRATEG, nr
umowy: BIOSTRATEG2/297267/14/NCBR/2016.

kalnej spotecznosci wpltywa na podniesienie
atrakcyjnosci regionu. Pozytywnym aspektem
hodowli zachowawczej jest rozwoj dziatalnosci
dotyczacej rynku produktow tradycyjnych i re-
gionalnych, zwigzanych bezposrednio z lokalny-
mi rasami owiec. Obecnie na Liscie Produktow
Tradycyjnych zarejestrowanych jest kilkanascie
produktéw, wytwarzanych z mleka owiec gor-
skich oraz migsne produkty tradycyjne.

Utrzymanie 1 wzrost popytu na migso,
mleko 1 inne produkty pochodzenia owczego
wymaga zapewnienia bezpieczenstwa i jakosci
tych produktow oraz stabilnej bazy genetycznej
owiec z zachowaniem bior6éznorodnosci, przy
jednoczesnym ograniczeniu potencjalnie nieko-
rzystnych czynnikow genetycznych, np. powia-
zanych z r6znymi chorobami. Ma to niezwykle
istotne znaczenie szczegdlnie w rasach zacho-
wawczych, ktorych populacje charakteryzuja si¢
niska liczebnoscig, a selekcja, czgsto skierowana
na poprawe okreslonej grupy cech, moze dopro-
wadzi¢ do zmniejszenia r6znorodnosci genetycz-
nej oraz ujawnienia si¢ w populacjach rzadkich
wariantow gendw. Wspolczesne metody genetyki
molekularnej umozliwiaja identyfikacje genow
i mutacji odpowiedzialnych za cechy uzytko-
we 1 zdrowotne istotne dla produkcji zwierzecej
i bezpieczenstwa zywno$ci oraz daja mozliwosé
szybkiej i dos¢ tatwej diagnostyki niektorych zi-
dentyfikowanych cech. Wérdd nich znalazta sie
genetyczna podatno$é/opornos¢ na trzesawke
owiec.

Trzgsawka (scrapie) to choroba neuro-
degeneracyjna owiec, nalezaca do grupy pasa-
zowalnych encefalopatii gabczastych, ktora za-
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wsze konczy sie $miercig na skutek catkowitej,
fizycznej 1 umystowej niewydolno$ci organizmu
(Baylis i Goldmann, 2004). Trzesawke wywoluje
akumulacja w mézgu patogennego biatka prio-
nowego (PrP*), tzw. biatkowej czastki zakaznej
(prion) w formie struktur wioknistych przypomi-
najacych nieco plytki amyloidalne (ang. scrapie
associated fibrils — SAF; prion rods). Agregacja
i akumulacja priondow powoduje zamieranie ko-
moérek. Zamierajagce komorki nerwowe tworza
puste przestrzenie, przez co tkanka mozgu przy-
pomina gabke (Karmysheva i in., 2004). Objawy
tej choroby sg niespecyficzne, co znaczaco utrud-
nia jej rozpoznanie. Poczatkowo zmienia si¢ za-
chowanie owiec, pogarsza si¢ ich kondycja (utrata
masy ciata, zaburzenia mlecznos$ci) i rtOwnowaga,
potem obserwuje si¢ gwaltowne i nagle skurcze
poszczegbdlnych grup migsniowych (mioklonie)
oraz zaburzenia koordynacji ruchowej (ataksja).
Diagnoze choroby prionowej potwierdza po-
$miertne, histopatologiczne badanie wycinkow
moézgu i zastosowanie innych metod laboratoryj-
nych (tj. ELISA, Western-blot).

Trzgsawka owiec ma dwie postacie — kla-
syczng 1 atypowa. Posta¢ klasyczna rozni si¢ od
atypowej m.in. profilem glikozylacji biatka PrP
(od ktorego zalezy wzor elektroforetyczny biatka),
wrazliwo$cig na trawienie enzymami (proteaza-
mi) oraz umiejscowieniem zmian patologicznych
w moézgu (klasyczna: gtdéwnie pien mozgu; atypo-
wa: gtoéwnie mozdzek i kora mézgowa) (Tranulis
i in., 2011). Podatno$¢ na oba warianty choroby
jest powigzana z polimorfizmem genu PRNP.

Priony sa odporne na dziatanie enzymow
proteolitycznych, wysoka temperature i promie-
nie UV. Uwaza si¢, ze zakazenie moze nastapié
na drodze pokarmowej, a u jagniat réwniez pod-
czas porodu i laktacji. Choroba moze tez pojawic
si¢ spontanicznie (Baylis i Goldmann, 2004),
a pierwsze objawy moga wystapi¢ nawet po kilku
latach od momentu kontaktu z patogennymi prio-
nami. W latach 90. XX w. epidemi¢ BSE (pasa-
zowalna encefalopatia bydta) wywotato zywienie
zwierzat maczkami miesno-kostnymi. Obecnie
uwaza sig, ze to postac¢ klasyczna trzgsawki na-
turalnie przenosi si¢ pomiedzy zwierzetami (jest
pasazowalna), a atypowa moze by¢ powodowana
przez spontaniczne zmiany konformacji biatka
prionowego (Fast i Groschup, 2013; Greenlee

1 West Greenlee, 2015).

Priony powstaja na skutek zmian w kon-
formacji wystepujacego w zdrowych komoérkach
prawidlowego biatka PrP¢ (ang. cellular prion
protein), produkowanego przez organizm gospo-
darza, kodowanego przez gen PRNP (Prusiner,
1998). Gen PRNP znaleziono u wszystkich zba-
danych pod tym katem ssakéw. Znaleziono liczne
miejsca polimorficzne w kodujacej czesci genu
(Baylis i Goldmann, 2004; Piestrzynska-Kajtoch
i Rejduch, 2006). Stwierdzono, ze zmiennos¢ ko-
dujacej czesci genu PRNP, ktorej wynikiem jest
polimorfizm aminokwaséw biatka PrP w kodo-
nach 136, 1541171, jest powigzany z wystepowa-
niem klasycznej trzgsawki. Genotyp A, R R,/
ARR warunkuje oporno$¢ na klasyczna trzesaw-
ke, a genotypy z allelem VRQ znaczaco zwigk-
szaja podatno$¢ na te chorobg (Baylis i Gold-
mann, 2004). W krajach europejskich od lat byty
prowadzone programy monitoringu genotypow
PRNP, majace na celu zwigkszanie czestosci ge-
notypu ARR/ARR i zmniejszenie czegstosci geno-
typu VRQ/XXX w stadach owiec. Potwierdzono
ich skutecznos$¢. Z kolei, atypowa trzgsawka jest
powiazana z allelem F w kodonie 141 i najcze-
Sciej wystepuje u owiec z allelami AL, HQ oraz
AF , RQ. Pojawia si¢ tez u zwierzat posiadajg-
cych allel ALRR, ktéry warunkuje opornos¢ na
trzgsawke klasyczng (Moum i in., 2005; Tranulis
iin., 2011).

W pracy przedstawiono wstepne wyniki
badan genotypéw PRNP u owiec nalezacych do
programu ochrony zasobow genetycznych. Bada-
nie zmienno$ci genotypow genu PRNP w popu-
lacji i niedopuszczenie do rozrodu zwierzat o ge-
notypach powiazanych z wysokim ryzykiem za-
chorowania na klasyczna trzesawke jest jednym
z dziatan zapobiegajacych wystapieniu tej postaci
choroby.

Material i metody

Polimorfizm genu PRNP zanalizowa-
no u rodzimych ras owiec objetych programem
ochrony zasobdéw genetycznych: merynos polski
w starym typie (MST; 55 osobnikéw), merynos
polski barwny (MPB; 64), polska owca gorska
(POG; 49), cakiel podhalanski (CP; 72) i wrzo-
sowka (WRZ; 54). Lacznie przebadano 294 osob-
niki. Do analizy wykorzystano DNA otrzymane
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z probek krwi z zastosowaniem kolumnowego
zestawu do izolacji (Sherlock AX, A&ABiotech-
nology). W celu oznaczenia genotypdéw genu
PRNP zastosowano dwie potaczone i zmodyfiko-
wane techniki, zaproponowane wczesniej przez
Garcia-Crespo i in. (2004): polimorfizm dtugosci
fragmentdéw restrykcyjnych (RFLP; z enzymem
BspHI; oznaczanie kodonow 136 i 154) oraz dys-
kryminacjg alleli z sondami TagMan MGB (ozna-
czanie kodonéw 141 i 171) na aparacie StepOne-
Plus Real-time PCR System (Applied Biosystems).
Probki referencyjne zwalidowano poprzez sekwen-
cjonowanie przy uzyciu BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit i sekwenatora kapilarnego
Genetic Analyzer 3500xl (Applied Biosystems).
Wyniki zanalizowano w oprogramowaniu StepOne
Software v2.3 (Life Technologies) dotaczonym do
aparatu StepOnePlus Real-time PCR System oraz
w arkuszach kalkulacyjnych Excel (Microsoff).

Wyniki i ich oméwienie

W badanej grupie zwierzat zidentyfikowa-
liSmy dziewie¢ roznych genotypoéw genu PRNP,
a czestos¢ ich wystepowania w poszczegdlnych
rasach przedstawiliSmy na wykresie 1. Najcze-
$ciej obserwowanym genotypem byl ARR/ARQ.
Warunkujacy oporno$¢ na klasyczng trzesawke
genotyp ARR/ARR wystegpowat u okolo 22%
wszystkich badanych owiec (wykres 1). Owca
wrzosowka wydaje si¢ by¢ rasa najbardziej opor-
ng na klasyczng trzesawke sposrod wszystkich
badanych ras, gdyz charakteryzuje si¢ najwyzsza

AHQ/VRQ
0,68%

ARQ/VRQ

ARQ/ARQ | 1.02%

21,09%

ARQ/AHQ
6,12%

AHQ/AHQ
1,70%

czestoscig genotypu ARR/ARR (42,6%) i nie wy-
stepuje u niej allel VRQ (wykres 2). Brak allelu
VRQ u owiec rasy wrzoséwka zostal odnotowany
takze we wczesniejszych badaniach (Piestrzyn-
ska-Kajtoch i in., 2009; Niznikowski i in., 2014).
Niekorzystny genotyp VRQ/VRQ zidentyfikowa-
lismy tylko u jednej owcy rasy cakiel podhalan-
ski, a inne genotypy z allelem VRQ (XXX/VRQ)
wystepowaty u 5 osobnikéw ras: cakiel podhalan-
ski i polska owca gorska (wykresy 11 2). U cakla
podhalanskiego zaobserwowali§my wszystkie
stwierdzone w badaniach genotypy, a u polskiej
owcy gorskiej siedem, co wskazuje na wyzsza
zmienno$¢ tych ras w poréwnaniu do merynosa
polskiego barwnego, u ktérego znalezlismy tyl-
ko trzy genotypy. Zaobserwowana réznorodnos¢
genotypow polskiej owcy gorskiej jest sprzecz-
na z wynikami Wisniewskiej i Mroczkowskiego
(2010), ktorzy zaobserwowali u tej rasy tylko
trzy genotypy: ARR/ARR, ARR/ARQ i ARQ/
ARQ. Jednak, zwierzeta w badaniach wtasnych
najprawdopodobniej pochodzily z innego regionu
Polski, a w obu projektach liczba przebadanych
osobnikow POG byta niewielka (20 — Wisniew-
ska i Mroczkowski, 2010; 49 — badania wtlasne).
Weczesniejsze badania polskiej owcy gorskiej
przeprowadzone dla 464 owiec wskazywaly, ze
w tej rasie wystepuje wicksza zmienno$¢ genu
PRNP (Piestrzynska-Kajtoch i in., 2009). Objecie
badaniami wigkszej liczby owiec tej rasy pozwoli
na precyzyjniejsze oszacowanie czestosci geno-
typoéw w populacji POG.

VRQ/VRQ
0,34%
ARR/ARR
22,11%

ARR/AHQ
6,46%

ARR/ARQ
40,48%

Wykres 1. Czgstos¢ genotypdw PRNP w badanej grupie owiec
Fig. 1. PRNP genotype frequencies in studied group of sheep
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Wykres 2. Czgstos¢ genotypdw PRNP roznych ras owiec (%); POG — polska owca gorska; CP — cakiel
podhalanski; WRZ — wrzoséwka; MST — merynos polski w starym typie; MPB — merynos polski barwny
Fig. 2. PRNP genotype frequencies in different sheep breeds (%); POG — Polish Mountain sheep; CP — Podhale
Zackel; WRZ — Wrzosowka,; MST — Old type Polish Merino;, MPB — Coloured Polish Merino
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Wykres 3. Klasy ryzyka narazenia na klasyczna trzgsawke w catej badanej grupie owiec (%); POG — polska
owca gorska; CP — cakiel podhalanski; WRZ — wrzoséwka; MST — merynos polski w starym typie; MPB —
merynos polski barwny
Fig. 3. Classes of susceptibility to classical scrapie in all examined sheep (%); POG — Polish Mountain sheep;
CP — Podhale Zackel; WRZ — Wrzosowka; MST — Old type Polish Merino; MPB — Coloured Polish Merino
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Wykres 4. Czgsto$¢ alleli genu PRNP w badanej grupie owiec (%); POG — polska owca gorska; CP — cakiel
podhalanski; WRZ — wrzosoéwka; MST — merynos polski w starym typie; MPB — merynos polski barwny
Fig. 4. PRNP gene allele frequencies in studied group (%); POG — Polish Mountain sheep;, CP — Podhale

Zackel; WRZ — Wrzosowka,; MST — Old type Polish Merino;, MPB — Coloured Polish Merino

W zaleznos$ci od posiadanego genotypu,
owce dzieli si¢ na pie¢ grup ryzyka narazenia na
klasyczng trzesawke (G1: ARR/ARR; G2: ARR/
XXX; G3: XXX/XXX; G4: ARR/VRQ; GS:
VRQ/VRQ i1 XXX/VRQ; gdzie XXX=ARQ, ARH
lub AHQ), gdzie grupa G1 obejmuje osobniki
0 genotypie warunkujagcym najwyzszg opornosc,
a grupa G5 — zwierzeta o genotypach warunkuja-
cych najwyzsza podatnos¢ na zarazenie (DEFRA,
2003; Tongue i in., 2004). W badaniach wlasnych
najwiecej owiec nalezato do grup G2 i G3, a naj-
mniej do grupy G5 (wykres 3). W grupie G4 nie
bylo zadnego osobnika. Podzial na grupy naraze-
nia dotyczy wytacznie podatnosci na klasyczna
trzgsawke 1 nie ma znaczenia w przypadku trze-
sawki atypowej (Fast i Groschup, 2013).

Frekwencje alleli roznily si¢ w poszcze-
golnych rasach. Stwierdzilismy, ze allel ARR byt
najczesciej wystepujacym allelem w badanej po-
pulacji (ok. 45,6%; wykres 4). Jego frekwencja
byla szczeg6lnie wysoka u owiec ras wrzosowka
(66,7%) 1 merynos polski barwny (54,7%) i znacz-
nie nizsza u polskiej owcy gorskiej (28,6%). Jed-
nak, w calej badanej grupie jego czesto$¢ byta
tylko nieznacznie wigksza niz frekwencja znacz-
nie mniej korzystnego allelu ARQ (44,9%). Nie
wykryli$my Zadnego zwierzgcia z allelem ARH,
chociaz obserwowano ten allel we wczesniej-
szych badaniach, m.in. u polskiej owcy gorskiej

(Piestrzynska-Kajtoch i in., 2009). Allel AHQ nie
wystepowat w ogdle u owiec rasy merynos polski
barwny, a allel VRQ byl nieobecny u wrzosow-
ki i w obu badanych rasach merynosa polskiego
(wykres 4). Niznikowski i in. (2016), badajac 474
osobniki rasy MST zaobserwowali, ze czgstos¢
allelu VRQ w tej rasie wynosi 0,6%. Roznica
wynika prawdopodobnie z rdznej liczby zwierzat
objetych badaniami i zmienno$cia wewnatrz po-
pulacji. Allele o niskiej frekwencji moga nie zo-
sta¢ znalezione przy zbyt malej liczbie zwierzat
poddanych analizie. Niska czgstos¢ allelu VRQ
(1,19%) w analizowanej grupie zwierzat swiad-
czy o niskiej podatnosci na klasyczng trzesawke
zwierzat objetych badaniami genetycznymi.
Niekorzystny allel F w kodonie 141, po-
wigzany z wystepowaniem atypowej trzesawki
byt obecny zaledwie u szesciu badanych owiec,
po trzy w rasach polska owca gorska i merynos
polski w starym typie. Allel ten wystepuje w kon-
figuracji z allelem ARQ (AFRQ) i dotychczas nie
znaleziono go w powigzaniu z innymi warianta-
mi polimorficznymi (Tranulis i in., 2011). Jego
czestos¢ wynosita 2,04% w catej badanej grupie
zwierzat oraz 5,77% 1 6,12%, odpowiednio u ras
MST i POG. Moum i in. (2005) przebadali okoto
5 tys. owiec z Norwegii i zaobserwowali, ze cze-
sto$¢ allelu AFRQ wynosita 5,5% wsrod owiec
w stadach z odnotowanymi przypadkami atypo-
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wej trzesawki 1 2,3% w grupie losowo badanych
owiec po uboju. Niznikowski i in. (2016) wyka-
zali w badaniach ras merynos polski i merynos
polski w starym typie, ze czestos¢ allelu AFRQ
wynosila 4,2% dla catej badanej grupy i 7,2% dla
rasy MST.

Co roku Polska przesyta do Komisji Eu-
ropejskiej raport dotyczacy badan genotypowa-
nia trzgsawki owiec (okreslenia genotypu biatka
prionowego dla kodonow 136, 141, 154 i 171),
zgodnie z pkt 8.2 rozdziatu A zatacznika III do
Rozporzadzenia  Parlamentu  Europejskiego
i Rady (WE) nr 999/2001 z dnia 22 maja 2001,
ustanawiajacym zasady dotyczace zapobiegania,
kontroli i zwalczania niektorych przeno$nych
gabczastych encefalopatii. Co wigcej, w 2014
r. weszlty w zycie nowe zapisy zatacznika VIII
do Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego
i Rady (WE) nr 999/2001 z dnia 22 maja 2001,
dotyczace handlu  wewnatrzwspolnotowego
owiec i k6z (hodowla i tucz), ich nasienia i za-
rodkow w aspekcie bezpieczenstwa zwiazanego

z klasyczna trzesawka. Mowia one m.in. o tym,
ze w przypadku, gdy kraj nie ma potwierdzone-
go statusu kraju wolnego od trzgsawki owiec lub
zatwierdzonego krajowego programu zwalczania
trzesawki owiec, to owce przeznaczone na eksport
do krajow wspolnoty musza mie¢ genotyp ARR/
ARR lub pochodzi¢ z gospodarstw spetiajacych
okreslone wymogi. Wisniewska i Mroczkowski
(2010) oszacowali, ze osiagnigcie frekwencji ge-
notypu ARR/ARR na poziomie 97% w populacji
o poczatkowej frekwencji tego genotypu na po-
ziomie 30-35%, wymaga szesciu pokolen owiec
poddawanych systematycznemu monitoringowi
genotypu PRNP i selekcji z uwzglednieniem wy-
nikéw tego monitoringu.

Z uwagi na rozporzadzenia unijne i wy-
niki badan, monitoring genotypéw PRNP po-
winien by¢ kontynuowany z uwzglednieniem
wiekszej liczby osobnikoéw i réznych ras oraz
z troska o zachowanie bior6znorodno$ci owiec
poddawanych selekcji, szczeg6lnie w rasach
o niskiej liczebnosci.
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THE POLYMORPHISM OF PRNP GENE OF NATIVE SHEEP BREEDS IN RELATION
TO SUSCEPTIBILITY TO SCRAPIE

Summary

Scrapie is a lethal, neurodegenerative sheep disease. Sheep susceptibility to the disease is associated with
the polymorphism of the coding part of PRNP gene. In the paper, the initial results of the research on PRNP gene
polymorphism in chosen sheep breeds included in genetic resources conservation programme were presented.
With the aim of denoting the genotypes of PRNP gene, two combined and modified techniques were applied:
restriction fragments length polymorphism (RFLP) and allelic discrimination (with TagMan MGB probes). ARR/
ARQ genotype was the most frequently occurring genotype in a studied population (40.5%), whereas VRQ/VRQ
was the rarest (0.34%). ARR allele was most frequently observed in Wrzoséwka sheep breed (66.7%) and least
frequent in Polish Mountain sheep (28.%). On the other hand, VRQ allele was present only in Polish Mountain
sheep and Podhale Zackel. F allele at codon 141 was detected only in 6 sheep.
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