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POLIMORFIZM GENU BIALKA PRIONOWEGO PrP

U KRAJOWYCH OWIEC O WELNIE MIESZANEJ,
MERYNOSA POLSKIEGO I MUFLONA EUROPEJSKIEGO
(OVIS ARIES MUSIMON)'

POLYMORPHISM OF THE PrP PRION PROTEIN GENE IN NATIONAL SHEEP
BREEDS WITH MIXED WOOL, POLISH MERINO AND EUROPEAN MOUFLON
(OVIS ARIES MUSIMON)

Streszczenie. Badania przeprowadzono na materiale 1787 owiec (11699 i 6183) pochodzacych
od muflona europejskiego (Ovis aries musimon), jego mieszafncach z wrzoséwka oraz na czterech
rasach owiec charakteryzujacych si¢ okrywa mieszang, ktore porownywano z merynosem pol-
skim. Wszystkie zwierzeta byty poddane identyfikacji genu biatka prionowego PrP. Na podsta-
wie przeprowadzonych prac badawczych stwierdzono wystepowanie od dwoch (u muflona euro-
pejskiego 1 muflonowrzoséwki) do szesciu alleli (u polskiej owcy gorskiej odmiany barwnej
i merynosa polskiego) przy wykazanych 14 genotypach. Analiza rozktadu genotypow biatka
prionowego PrP wykazala, ze najmniej bylo ich u muflona europejskiego (trzy genotypy) i mu-
flonowrzosowki (dwa genotypy), a najwi¢cej u merynosa polskiego (12 genotypow) oraz polskich
owiec gorskich odmian biatej (10 genotypow) i barwnej (9 genotypoéw). U form zblizonych do
muflona dominowat allel ALRQ (réwniez w formie homozygotycznej genotypu), natomiast u ras
hodowlanych — dominowat allel ALRR. Identyfikacja uwarunkowan zwigzanych z wystepowa-
niem allelu VLRQ w genotypie wskazuje na konieczno$¢ wyeliminowania go z poszczegdlnych
populacji (z wyjatkiem wrzoséwki, u ktorej nie stwierdzono tego allelu). Wymaga to opracowania
stosownych programéw hodowlanych.

Stowa kluczowe: owce, PrP, rozktad alleli i genotypow

“Praca wykonana w ramach projektu miedzynarodowego niewspétinansowanego nr 625/N-
-WEGRY/2009/0.
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Wstep

W 2001 roku Parlament UE ustanowil reguly prawne dotyczace zapobiegania, kon-
troli i zwalczania pasazowalnych encefalopatii gabczastych (ROZPORZADZENIE... 2001).
W 2003 roku decyzja nr 2003/100/WE Komisja Europejska ustanowila obowiazkowe
tworzenie schematéw hodowlanych skierowanych na zwickszanie genetycznej oporno-
$ci na trzgsawke u wszystkich ras owiec w Europie (DECYZJA... 2003). Ponadto Rozpo-
rzadzeniem nr 260/2003 wydano postanowienie o zwalczaniu BSE (encefalopatii gab-
czastej) u owiec i koz oraz uregulowano kwestie handlu zywymi owcami i kozami,
a takze embrionami bydta (ROZPORZADZENIE... 2003). Biatko prionowe PrP jest odpo-
wiedzialne za wystgpowanie trzgsawki u owiec. W genie PrP zaobserwowano szereg
polimorfizméw w kodonach 136, 141, 154 i 171, ktére sg odpowiedzialne za (genetycz-
ng) opornos$¢ lub wrazliwos¢ na trzgsawke (O’DOHERTY i IN. 2001, GOMBOJAV 1 IN.
2003, LUHKEN i IN. 2004). Ponadto uznano, ze allele AFRR lub ALRR gwarantuja
najmniejsza wrazliwo$¢ na trzgsawke. Zaobserwowano, ze w Wielkiej Brytanii i Holan-
dii allel VFRQ jest odpowiedzialny za duzy stopien wrazliwosci na t¢ jednostke choro-
bowa. Allele ALRR i AFRR wystgpowaly najrzadziej u owiec, u ktorych stwierdzono
kliniczne objawy trzgsawki, dlatego tez selekcja nie jest podstawowym narzgdziem
eliminowania i kontroli tej choroby u owiec (VAN KAAM i1 IN. 2005, KAAL i WINDIG
2005, LUHKEN i IN. 2004). W niniejszych badaniach podjeto probe oceny frekwencji
gendw 1 genotypow u ras owiec o welnie szerstnej w poréwnaniu z merynosem polskim
i muflonem europejskim (Ovis aries musimon) celem przesledzenia rozktadoéw alleli
i genotypow trzgsawki.

Material i metody

Badaniami obje¢to stada maciorek merynosa polskiego (dwa stada) z terenu woj.
wielkopolskiego, stada owiec o okrywie mieszane] z terenu woj. matopolskiego, todz-
kiego i podkarpackiego (29 stad) oraz stada muflonéw europejskich (trzy stada) i mu-
flonowrzosoéwek (dwa stada) z terenu woj. wielkopolskiego i lubuskiego. Ocenie pod-
dano zwierzgta w wieku od 2 do 11 lat (tab. 1). Stada do pobierania prob zostaty wybra-
ne losowo. Z zyly jarzmowej zwierzat pobrano krew do probowek zawierajacych EDTA
w celu izolacji DNA genomowego na potrzeby analiz molekularno-genetycznych.

DNA izolowano z leukocytéw krwi przechowywanej z EDTA. W celu otrzymania
wysokiej jakosci DNA nadajacego si¢ po zamrozeniu i wielokrotnym rozmrazaniu do
wielokrotnego uzycia krew zostata wstgpnie oczyszczona z powodujacych modyfikacje
DNA zwiazkow hemu przez usunigcie produktow lizy erytrocytow. DNA bylo izolowa-
ne z leukocytow metoda chromatografii na minikolumnach silikatowych firmy A&A
Biotechnology (Gdansk, Polska). Frakcja otrzymanego w ten sposob DNA postuzyta
jako matryca do amplifikacji polimorficznego fragmentu genu dla biatka prionowego.
Genotypowanie alleli trzgsawki prowadzono systemem KASPar®. System ten oraz
procedura genotypowania (www.kbioscience.co.uk) polegaja na stosowaniu metody
polimorfizmu punktowego SNP z zastosowaniem starter6w wymienionych w tabeli 2.
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Tabela 1. Materiat do§wiadczalny wykorzystany w badaniach w latach 2009-2012
Table 1. Experimental material used in the study in 2009-2012

Liczba maciorek i trykow — Number of ewes and rams
Rasa razem razem .
Breed total total w poszczegol_nych latach
n successive years

Q 3 ‘
Muflon europejski 120 73 |2010-23;2011-292,64; 2012 —
European mouflon 1189, 658
Muflonowrzoséwka 8 9 12010-42,64;2011 492,38
Mouflon — Polish heat sheep
Wrzosowka 356 374 12009 - 1249, 134352010 - 1239,
Polish heat sheep 1233;2011 1092, 1178
Swiniarka 136 30 (2009 -329, 143; 2010 - 1049, 168
Swiniarka sheep
Polska owca gorska odmiany biatej 147 15 {2010
Polish mountain sheep — white variety
Polska owca gorska odmiany barwnej 174 14 2011
Polish mountain sheep — colour variety
Merynos polski 228 103 [2010-1109,433;2011 - 1019, 523}
Polish merino 2012172, 83
Suma w obrebie pici 1169 618
Total within gender
Suma 1787
Total

Tabela 2. Starter oraz miejsca genotypowania SNP dla locus PrP
Table 2. Primer and SNP places of genotyping for the PrP locus

Startery 3°-5’ SNP Zmiany Lokalizacja
Primers 3°-5’ Changes Localization
CACAGTCAGTGGAACAAGCC/  |AY909542:2.385 A>G A/G Ekson 3
CTTTGCCAGGTTGGGG Exon 3
AY909542:¢.386 G>T G/T Ekson 3
Exon 3
AY909542:¢.479 C>T C/T Ekson 3
Exon 3
AY909542:2.493 C>T C/T Ekson 3
Exon 3
AY909542:2.534 G> A G/A Ekson 3
Exon 3
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Na podstawie odczytu genotypowanych prob DNA w obrgbie maciorek i trykow
przedstawiono rozktady frekwencji alleli i genotypow. Powyzsze dziatanie stanowito
czynnos¢ przygotowawcza do nastgpnych etapow badan.

Do obliczen statystycznych wykorzystano pakiet programu SPSS w wersji 12.0
(STATISTICAL PRODUCT... 2004). Za pomoca testu Chi’ oceniono wplyw rasy i pici na
frekwencje wystepowania alleli i genotypow. Wyniki przedstawiono w tabelach.

Wiyniki i dyskusja

W tabeli 3 zestawiono rozktady alleli w badanych genotypach zwierzat. Okazato sie,
ze rasa wptynela wysoko istotnie jedynie na rozktady alleli migdzy genotypami, liczone
dla obu plci tacznie. Wykazano w badanych grupach owiec szes¢ alleli trzgsawki. Uwa-
ge zwraca fakt wystepowania tylko dwoch alleli u muflona europejskiego, z dominacja
ALRQ), szczegodlnie charakterystycznego dla zwierzat dzikich, i — zgodnie z oczekiwa-
niami — rowniez u wrzoséwki (GOMBOJAV 1 IN. 2003, LUHKEN i IN. 2004). Proces do-
mestyfikacyjny wptywal na zwigkszanie liczby alleli u ras owiec domowych, sposréd
ktérych wrzosowka charakteryzowata si¢ trzema allelami z dominacja ALRR. Stwier-
dzony zostat réwniez allel ALHQ na najnizszym poziomie czgstotliwosci. W miare
udomawiania (specjalizacja uzytkowos$ci uzyskiwana w wyniku pracy hodowlanej)
liczba alleli wzrastata, tak ze u $winiarki stwierdzono ich juz cztery, u polskiej owcy
gorskiej odmiany bialej — pigé, a u polskiej owcy gorskiej odmiany barwnej i u meryno-
sa polskiego — juz po sze$¢ alleli. Wyniki te potwierdzajg tendencje wykazane przez
innych autoré6w u réznych ras owiec (O’DOHERTY i IN. 2001, LUHKEN i IN. 2004, KAAL
i WINDIG 2005, VAN KAAM 1 IN. 2005, MATTHEWS 2005). W kodonie 141 pojawit si¢
allel F u polskiej owcy gorskiej odmiany barwnej i u merynosa polskiego, natomiast
u $winiarki, polskiej owcy gorskiej obu odmian oraz u merynosa polskiego stwierdzono
allel VLRQ. Tak wiec daje si¢ zauwazy¢ w rozktadzie alleli trzgsawki u badanych grup
rasowych owiec zwigkszanie liczby alleli w miar¢ wzrostu specjalizacji uzytkowosci.
U form zblizonych do muflona dominuje allel ALRQ, natomiast u ras hodowlanych —
ALRR.

Rozklad genotypow trzgsawki przedstawiono w tabeli 4. W badanym materiale zi-
dentyfikowano 14 genotypow trzesawki, w tym najmniej u muflona europejskiego (trzy
genotypy) i muflonowrzoséwki (dwa genotypy), a najwigcej u merynosa polskiego
(12 genotypow) oraz polskich owiec gorskich odmiany biatej (10 genotypoéw) i barwnej
(dziewig¢ genotypow). Stwierdzono wysoko istotny statystycznie wpltyw genotypu na
czgstotliwos¢ wystepowania uwarunkowan trzesawki. Najwyzszy poziom czgstotliwo-
$ci wystegpowania genotypu ALRR/ALRR wykazano u merynosa polskiego i1 $winiarki,
natomiast najnizszy — u muflona europejskiego i muflonowrzosoéwki. Z kolei heterozygo-
tyczne genotypy ALRR z wszystkimi uwarunkowaniami, poza kombinacjami z VLRQ
(trzy genotypy), wystepowaly najczesciej u wrzosowki i polskiej owcy gorskiej odmia-
ny barwnej, a najrzadziej u muflona europejskiego. Genotypy nie zawierajace ani
ALRR, ani VLRQ (pi¢¢ uwarunkowan) najczesciej byty spotykane u muflona europe;j-
skiego 1 u muflonowrzoséwki, a najrzadziej u merynosa polskiego, Swiniarki i wrzo-
sowki. Ponadto u muflona europejskiego i muflonowrzosowki wykazano w tej grupie
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Tabela 3. Czgstotliwo$¢ wystgpowania alleli PrP u badanych ras owiec
Table 3. Frequency of PrP alleles occurrence in tested sheep breeds

Liczebnos¢ Allele — Alleles
Rasa — Breed i udziat "
(P=0,01) Number | 51 gR | ALRQ | AFRQ | ALHQ | ALRH | VLRQ |ty
and share ota
Muflon europejski Q 3 237 0 0 0 0 240
European mouflon 3 1 145 0 0 0 0 146
4 4 382 0 0 0 0 386
% 1,0 99,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0
Muflonowrzoséwka Q 5 11 0 0 0 0 16
Mouflon — Polish heat 3 D) 16 0 0 0 0 18
sheep
Q3 7 27 0 0 0 0 34
% 20,6 79,4 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0
Wrzoséwka Q 417 227 0 68 0 0 712
Polish heat sheep 3 451 225 0 71 1 0 748
4 868 452 0 139 1 0 1460
% 59,5 31,0 0,0 9,5 0,1 0,0 100,0
Swiniarka Q 162 98 0 3 0 9 272
Swiniarka sheep 3 40 15 0 0 0 5 60
Q3 202 113 0 3 0 14 332
% 60,8 34,0 0,0 0,9 0,0 4,2 100,0
Polska owca gorska Q 116 137 0 30 4 7 294
odmiany bialej g 10 15 0 4 0 1 30
Polish mountain sheep
— white variety Q43 126 152 0 34 4 8 324
% 38,9 46,9 0,0 10,5 1,2 2,5 100,0
Polska owca gorska Q 161 169 1 6 8 3 348
odmiany barwpej 3 9 16 0 1 0 2 28
Polish mountain sheep
— colour variety Q3 170 185 1 7 8 5 376
% 45,2 49,2 0,0 1,9 2,1 1,3 100,0
Merynos polski Q 282 118 3 19 33 456
Polish merino g 126 59 0 6 0 15 206
Q3 408 177 3 25 1 48 662
% 61,6 26,7 0,5 3.8 0,2 73 100,0
Ogolem Q 1146 997 4 126 13 52 2338
Total g 639 | 491 0 82 1 23 | 123
Q43 1785 1488 4 208 14 75 3574
% 49,9 41,6 0,1 58 0,4 2,1 100,0
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Tabela 4. Czgstotliwo$¢ wystgpowania genotypow PrP u badanych ras owiec
Table 4. Frequency of PrP genotypes occurrence in tested sheep breeds

Genotypy — Genotypes
Liczeb-
nos¢ | olololo|lzsl|lo|lx]| o o| o
Rasa et | 2 | 22|22 E|E|Z2|E|E|8 |82
Breed Sl |l= 3|22 |lg| 23|I |53 .
e E N T T E T LA
e [B|5|E|5|22 2 5|5 88|58
el gl 2|zl |=2l 2|22 |=2|5|5|5|5]|°5
Muflon e 1] 1]o0 18] o olol]o]o 0ol o 120
europejski a 0 1 7 0 73
European
mouflon o | 1] 2 0 [190] 0| oo 0olo]o 193
% 105]1,0]00]00[984]00/00]00]00]00]00]00]00]00]| 1000
Muflonowrzo- e ols]lolol3lo]lo|lololo|lo|lo|o]o 8
sowka 3 o|l2(o|lo|7|lo]ofjo|lo]o|lo]o]|]o]|oO 9
Mouflon —
Polish heat e ol 7]o|loflw|o]lololo]o|o|lo]o]o 17
sheep % 100 ]412] 00|00 [588]0000]00]00]00]00]00][00]00]| 1000
Wrzosowka @ Jor|i89| 0o |4 |12|1a|lofo|a]o|loflo]o] o] 356
P};’hsh heat 3 lros|1s1| o |sa|lwe|1n|o|1|3]o|lo|o]|o]|o]| 37
sheg
P g [199]370] 0o |1w00|28 25| 0o |1 |7 ]0o]o|lo]o] o] 73
% [273]50,7] 0,0 [13,7]3.8 (34|00 01]1,0]00]00]00][00]00][ 1000
Swiniarka o |4w|e7|o|3]walolololo|le|3]o0o]o0o]o0 136
Swiniarka sheep| 4 2{nz{olol1]o]lo|lolo|a]|1|o]o]o 30
o2 [ss|79| o |3 |1s]ofolo|lofto|4|o0o]o]o 166
% [33,1]47,6| 0,0 | 1,819,000 00]00]00]60]|24]00]00]00]| 1000
Polska owca Q 26149 | 0 12 34| 14| 0 4 2 3 2 0 0 1 147
%ﬁ“{s“,a odmiany [ 4 1lelo|l2]3]2]o]loflolo|1]o]o]o 15
1a1¢
poh»sjh mountain| 93 27 55| o 14|37 16| 0| 4| 2]3]|3]0|0]|1 162
sheep — white % [16,7]34,0] 0,0 | 86 [228]99 |00 |25 12]1,9|19]00]00]06]| 1000
variety
Polska owca o |3a|ss|o|3]3]|2|1]8]o|l2|1]0o]o0o]o0 174
gorska odmiany | 2 1le6lo|t1]|alololololo|2]0]o0o]o 14
barwnej
Polish mountain| @& 35|94 o | 4|39 |21 [8|o]2]3]0]0]o0 188
sheep — colour % [18,6]50,0] 0,0 | 2,0 [207] 1,1 |05 43|00 1,1 | 1,6]00]00]00]| 1000
variety
Merynospolski | ¢ |90 | 73| 2 12|14 | s o | 1o 15|11 |2]2] 28
Polish merino 3 13|37 lo|e6|w]|lololololun|2]0]o0]r1 103
o2 |126f110] 2 | 1824|501 ]o]26|13]1]2]3 331
% [38,1(332]|06|54]73]1,5/00[03]00]79[39]03]06]09]| 1000
Ogotem o |28s|472| 2 |76 23035 | 1 |13 6 | 26|17 1] 2] 3| 1169
Total g 158|245 0o |63 13|13 o | 1|3 |15]6]|0]|o0]1 618
08 |4a3|717| 2 |139 (343 | a8 | 1 | 14| 9 |41 | 23| 1| 2| 4| 1787
% [248]40,1| 0,1 | 7.8 [192]27 0108|0523 13]01]01]02]| 1000
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genotypowej tylko uwarunkowania ALRQ/ALRQ, tak charakterystyczne dla owiec
dzikich (GOMBOJAV i IN. 2003). Uwarunkowan zawierajacych w genotypie allel VLRQ
(pie¢ genotypdw) najwiecej wykazano u merynosa polskiego i u $winiarki przy catko-
witym ich braku u muflonéw, muflonowrzoséwek i wrzosoéwek. Do tego najmniej ko-
rzystny genotyp w tej grupie — VLRQ/VLRQ — zostal znaleziony tylko u merynosa
polskiego i polskiej owcy gorskiej odmiany biatej. Trzeba réwniez odnotowac fakt, iz
identyfikowany na kodonie 141 allel F znaleziony zostal tylko u dwodch ras, tzn.
w kombinacji ALRR/AFRR i VLRQ/AFRQ u merynosa polskiego oraz ALHQ/AFRQ
u polskiej owcy gorskiej odmiany barwnej. Wyniki prac badawczych potwierdzaja
rozktady genotypow wrazliwych trzgsawki wykazywanych u innych ras i wskazuja na
ich stosunkowo stabe zréznicowanie u praprzodkéw owiec i ich mieszancow, za to
najwigksze — u ras kulturalnych (O’DOHERTY i IN. 2001, LUHKEN i IN. 2004, KAAL
i WINDIG 2005, VAN KAAM i IN. 2005, MATTHEWS 2005). Wskazuje to na wptyw pro-
cesow domestyfikacyjnych na réznicowanie polimorfizmu biatka prionowego PrP.
Warto wigc wprowadzi¢ w programach hodowlanych identyfikacje uwarunkowan trze-
sawki w celu wyeliminowania z poszczegolnych populacji allelu VLRQ, z wyjatkiem
wrzosOwki, u ktorej nie stwierdzono tego allelu.

Podsumowanie

1. Stwierdzono w 14 genotypach wystgpowanie od dwdch u muflona europejskiego
i muflonowrzosdéwki do szeSciu alleli u polskiej owcy gorskiej odmiany barwnej i me-
rynosa polskiego. Analiza rozktadu genotypéw uwarunkowan biatka prionowego PrP
wykazata ich najmniejsza liczbe u muflona europejskiego (trzy genotypy) i muflonowrzo-
sowki (dwa genotypy), a najwicksza — u merynosa polskiego (12 genotypoéw) oraz pol-
skich owiec gorskich odmian biatej (10 genotypow) i barwnej (dziewieé genotypow).

2. W rozktadzie alleli i genotypow trzgsawki wida¢ istotng réznic¢ w ich liczbie
w zaleznos$ci od rasy owiec. U form zblizonych do muflona dominuje allel ALRQ (réw-
niez w formie homozygotycznej genotypu), natomiast u ras kulturalnych — ALRR.

3. Identyfikacja allelu VLRQ w genotypach poszczegdlnych ras (z wyjatkiem wrzo-
sowki) stwarza mozliwos$¢ eliminowania go w drodze selekcji, co wymaga opracowania
stosownych programéw hodowlanych.
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POLYMORPHISM OF THE PrP PRION PROTEIN GENE IN NATIONAL SHEEP
BREEDS WITH MIXED WOOL, POLISH MERINO AND EUROPEAN MOUFLON
(OVIS ARIES MUSIMON)

Summary. The study was carried out on the material of 1787 sheep (11699 i 6187 originating
from European mouflon (Ovis aries musimon), its hybrids with Polish heat sheep and four sheep
breeds with mixed wool, compared to Polish merino. All animals were subjected to the identifica-
tion of the PrP prion protein gene. Based on performed research work it has been identified from
two alleles in European mouflon and mouflon — Polish heat sheep to six alleles in Polish colour
mountain sheep and Polish merino (in establishing the presence of 14 genotypes). Analysis of the
distribution of prion protein PrP genotypes showed the least amount in European mouflon (three
genotypes) and mouflon — Polish heat sheep (two genotypes), and most in Polish merino
(12 genotypes) and the Polish mountain sheep of white variety (10 genotypes), as well as of col-
our variety (nine genotypes). It was also noted in the distribution of alleles and genotypes of
scrapie a significant increase in their number, depending on the utility of higher specialisation of
the studied sheep groups. Generally, allele ALRQ (also in the form of homozygotic genotype)
dominated in mouflon, while in cultural breeds — ALRR. Identification of conditions associated
with the occurrence of VLRQ allele in the genotype indicates the need to eliminate it from indi-
vidual populations (except for Polish heat sheep, in which this allele was not stated). It requires an
elaboration of appropriate breeding programs.

Key words: sheep, PrP, distribution of alleles and genotypes
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