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POLIMORFIZM GENU BIALKA PRIONOWEGO PrP

U OWIEC ZELAZNIENSKICH UTRZYMYWANYCH

W STADZIE DOSWIADCZALNEJ FERMY OWIEC I KOZ
ROLNICZEGO ZAKLADU DOSWIADCZALNEGO SGGW
W ZELAZNEJ®

POLYMORPHISM OF THE PRION PROTEIN PrP GENE IN ZELAZNA SHEEP
BREED FLOCK FROM EXPERIMENTAL FARM IN ZELAZNA

Streszczenie. Badania przeprowadzono w DFOIK w Zelaznej na 289 matkach stada podstawo-
wego, 21 trykach rozptodowych oraz 63 maciorkach remontowych i 24 tryczkach hodowlanych
owcy zelaznienskiej. Wszystkie zwierzeta poddano identyfikacji genu biatka prionowego PrP.
Stwierdzono mniejsze zrdznicowanie genetyczne w zakresie wystgpowania alleli i genotypow
trzesawki u trykow rozptodowych (trzy genotypy i dwa allele) i tryczkéw hodowlanych (pieé
genotypow i trzy allele) anizeli u matek stadnych (osiem genotypow i piec alleli) i maciorek
hodowlanych (pig¢ genotypoéw i trzy allele). U maciorek remontowych, tryczkéw hodowlanych
i trykow rozptodowych obserwowano zwigkszanie czgstotliwosci wystgpowania genotypow
i alleli zawierajacych allel ARR, a zmniejszanie si¢ czgstotliwosci alleli ARQ, AHQ i ARH.
U matek stadnych w trakcie pierwszych dwoch lat badan wykazano obecno$¢ nieopornego gene-
tycznie na trzgsawke allelu VRQ, ktory w trzecim roku badan zostal juz catkowicie wyelimino-
wany ze stada. Wyniki uzyskane w odniesieniu do maciorek remontowych i tryczkow hodowla-
nych wskazuja na zasadno$¢ prowadzenia selekcji w kierunku zwigkszenia frekwencji korzyst-
nych uwarunkowan genetycznych biatka prionowego u owcy zelaznienskiej oraz na potrzebg
opracowania stosownego programu hodowlanego dla tej rasy.

Stowa kluczowe: owce, PrP, rozktad alleli i genotypow

*Praca wykonana w ramach projektu KBN nr N N311 25 7036 na lata 2009-2012.
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Wstep

Biatko prionowe PrP jest odpowiedzialne za wystgpowanie trzgsawki u owiec.
W genie PrP zaobserwowano szereg polimorfizméw w kodonach 136, 154 1 171. Poli-
morfizmy te sa odpowiedzialne za (genetyczna) opornos¢ lub wrazliwosé na trzesawke
(O’DOHERTY i IN. 2001, GOMBOJAV i IN. 2003, LUHKEN i IN. 2004). Ponadto uznano, ze
allel ARR gwarantuje najmniejszg wrazliwo$¢ na trzesawke. Z badan wynika, iz
w Wielkiej Brytanii i w Holandii za t¢ jednostke chorobowa jest odpowiedzialny allel
VRQ. U owiec, u ktérych stwierdzono kliniczne objawy choroby, najrzadziej wystepo-
wat allel ARR. Z tego tez wzgledu selekcja na ten allel jest podstawowym narzedziem
kontroli i eliminowania trzgsawki u owiec (LUHKEN i IN. 2004, KAAL i WINDIG 2005,
VAN KAAM i IN. 2005). Nie dziwi wigc, ze okreslanie alleli biatka PrP zostato zawarte
w aktach prawnych Unii Europejskiej i rozporzadzeniach krajowych (ROZPORZADZE-
NIE... 2001, 2003, DECYZJA... 2003).

W niniejszych badaniach podjeto probe oceny frekwencji alleli i genotypoéw u owiec
zelaznienskich pochodzacych ze stada zarodowego utrzymywanego w ramach programu
ochrony zasobow genetycznych gingcych ras owiec w trakcie trzech lat obserwacji.

Material i metody

Badaniami objeto stado owcy zelaznienskiej utrzymywane w Doswiadczalnej Fer-
mie Owiec i K6z Rolniczego Zakladu Doéwiadczalnego SGGW w Zelaznej. Ocenie
poddano zwierzeta stada podstawowego oraz mlodziez remontowg w trakcie trzech lat
obserwacji — facznie 289 matek stada podstawowego, 21 trykdéw rozptodowych oraz 63
maciorki remontowe i 24 tryczki hodowlane. Z zyly jarzmowej zwierzat pobrano krew
do probowek zawierajacych EDTA w celu izolacji DNA genomowego na potrzeby
analiz molekularno-genetycznych. Aby otrzymac¢ wysokiej jakosci DNA nadajace si¢ do
wielokrotnego uzycia (po zamrozeniu i rozmrozeniu), krew wstgpnie 0oczyszczono z po-
wodujacych modyfikacje zwigzkéw hemu przez usunigcie produktow lizy erytrocytow.
DNA izolowano z leukocytéw krwi metoda chromatografii na minikolumnach silikato-
wych firmy A&A Biotechnology (Gdansk, Polska). Frakcja otrzymanego w ten sposob
DNA postuzyla jako matryca do amplifikacji polimorficznego fragmentu genu dla bial-
ka prionowego. Genotypowanie alleli trzgsawki prowadzono systemem KASPar®.
Polega on na wykorzystaniu metody polimorfizmu punktowego SNP z zastosowaniem
startera wymienionego w tabeli 1.

Na podstawie odczytu genotypowanych prob DNA u matek i maciorek remonto-
wych oraz trykow stadnych i tryczkéw hodowlanych przedstawiono rozktady frekwen-
cji alleli i genotypow. Dziatanie to stanowito czynno$¢ przygotowawcza do nastgpnych
etapow badan.

Do obliczen statystycznych wykorzystano pakiet programu SPSS w wersji 12.0
(STATISTICAL PRODUCT... 2004). Za pomocg testu x> oceniono rozklady frekwencji
alleli i genotypow. Wyniki przedstawiono w tabelach.
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Tabela 1. Starter oraz miejsca genotypowania SNP dla locus biatka prionowego
Table 1. Primer and SNP genotyping places for the locus of the prion protein

Kodon Starter 3°-5° SNP Zmiana Lokalizacja
Codon Primer 3°-5’ Change Localization
171  |[CACAGTCAGTGGAACAAGCC/ |AY909542:2.385A>G A/G ekson 3
/CTTTGCCAGGTTGGGG exon 3

171 AY909542:2.386 G>T G/T ekson 3
exon 3

136 AY909542:2.479C>T C/T ekson 3
exon 3

154 AY909542:2.534 G> A G/A ekson 3
exon 3

Wyniki i dyskusja

Poréwnanie frekwencji genotypow trzgsawki w stadzie matek w trzech kolejnych la-
tach obserwacji przedstawiono w tabeli 2. Znaleziono osiem kombinacji genotypowych
trzesawki. Cztery sposrod nich zawieraty allel ARR i tacznie miaty zdecydowanie naj-
wigkszy udzial w catym stadzie (70,59%). Jednak w grupie o$miu genotypoéw az
w dwoch przypadkach stwierdzono wystepowanie allelu VRQ, ktory determinuje gene-
tyczng podatnos¢ na trzgsawke. Z punktu widzenia dziatan zmierzajacych do zwigksze-
nia czestotliwo$ci wystepowania alleli opornych na t¢ jednostke chorobowa, jego wy-
stepowanie jest uwazane za wybitnie niekorzystne. Udzial najcenniejszego genotypu
ARR/ARR — byl stosunkowo niewielki: pomigdzy 18,10 a 22,83%, co wskazuje na
konieczno$¢ prowadzenia pracy w kierunku zwigkszenia jego wystegpowania. Wptyw
roku obserwacji na czgstotliwo$¢ wystgpowania poszczegdlnych uwarunkowan okazat
si¢ nieistotny statystycznie. Praktycznie przez caly okres badan obserwowano zblizone
frekwencje. Uktad frekwencji byt podobny do rozktadow, jakie wykazali u ras prymi-
tywnych GOMBOIJAV i IN. (2003). Frekwencja genotypu ARR/ARR byta zdecydowanie
mniejsza w porownaniu z wynikami badan NIZNIKOWSKIEGO i IN. (2013).

Analize wynikéw w odniesieniu do trykoéw stadnych przedstawiono w tabeli 3. Mi-
mo nieistotnego wplywu roku badan na frekwencje wystgpowania poszczegdlnych
genotypow daje si¢ zauwazyC, ze w stadzie podczas selekcji zaczgto preferowac osob-
niki zawierajagce w genotypie allel ARR. Szczegélnie widoczne byto to w odniesieniu
do genotypéw ARR/ARR i ARR/ARQ, ktorych czestotliwo$é wzrastata w kolejnych
latach badan. Polimorfizm genotypow w grupie trykow rozptodowych okazat si¢ znacz-
nie mniej réznorodny niz u matek stada podstawowego (tab. 2).

Czgstotliwosci wystgpowania genotypow trzgsawki u pozostawianej do hodowli
mlodziezy meskiej i zenskiej przedstawiono w tabelach 4 i 5. U maciorek (tab. 4) obser-
wowano zwigkszanie si¢ czestotliwosci wystepowania genotypow trzgsawki ARR/ARR
i ARR/ARQ w trakcie kolejnych lat badan przy rownoczesnym spadku czestotliwosci
wystepowania genotypéw ARQ/ARQ i ARQ/AHQ. Genotyp ARR/AHQ nie wykazywat
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Tabela 2. Czgstotliwo$¢ wystgpowania genotypdéw trz¢sawki u matek stada podstawowego owcy
zelaznienskiej podczas trzech lat selekcji (%)

Table 2. Frequency of scrapie genotypes occurrence in foundation stock ewes of the Zelazna
sheep during three years of selection (%)

Lata selekcji — Years of selection
Genotyp
Genotype I I 11 -1
(n=92) (n=105) (n=92) (n=289)

ARR/ARR 21,74 18,10 22,83 60
ARR/ARQ 35,87 40,95 46,74 119
ARR/AHQ 6,52 5,71 5,43 17
ARQ/ARQ 22,83 23,81 20,65 65
ARQ/AHQ 5,43 4,76 4,35 14
AHQ/ARH 1,09 0,95 0,00 2
ARR/VRQ 4,35 3,81 0,00 8
VRQ/ARQ 2,17 1,90 0,00 4

' =8,979, df = 14, p = 0,832.

Tabela 3. Czgstotliwos$¢é wystepowania genotypow trzgsawki u trykoéw rozptodowych owcy zelaz-
nienskiej podczas trzech lat selekcji (%)

Table 3. Frequency of scrapie genotypes occurrence in stud rams of the Zelazna sheep during
three years of selection (%)

Lata selekcji — Years of selection
Genotyp
Genotype I I I I-1IT
(n=28) (n=06) n=7) (n=21)
ARR/ARR 25,00 50,00 42,86 8
ARR/ARQ 37,50 50,00 57,14 10
ARQ/ARQ 37,50 0,00 0,00 3

¥ =5813,df=4,p=0,214.

zmian czestotliwo$ci wystgpowania. Daje si¢ jednak zauwazy¢, ze wsrdd wybranych do
stada maciorek pojawily si¢ zwierzeta o mniejszej liczbie genotypéw anizeli
w grupie matek stadnych (tab. 2) oraz wigkszej anizeli u trykoéw rozptodowych (tab. 3).
Przypuszczaé nalezy, ze jest to efekt oddziatywania trykéw stadnych na potomstwo,
gdyz w drugim i trzecim roku badan usunig¢to wszystkie osobniki, ktore nie posiadaty
allelu ARR w genotypie.

Tendencje dotyczace czestotliwosci wystepowania genotypow trzgsawki zostaly
w wigkszym stopniu potwierdzone u tryczkéw hodowlanych (tab. 5) niz u maciorek
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Tabela 4. Czgstotliwo$¢ wystepowania genotypow trzesawki u maciorek remontowych owcy
zelaznienskiej podczas trzech lat selekcji (%)

Table 4. Frequency of scrapie genotypes occurrence in flock replacement ewes of the Zelazna
sheep during three years of selection (%)

Lata selekcji — Years of selection
Genotyp
Genotype I I 11 -1
(n=17) (n=22) (n=24) (n=63)

ARR/ARR 11,76 31,82 33,33 17
ARR/ARQ 47,06 40,91 62,50 32
ARR/AHQ 5,88 4,55 4,17 3
ARQ/ARQ 35,29 18,18 0,00 10
ARQ/AHQ 0,00 4,55 0,00 1

¥ =12,977,df=8,p=0,113.

Tabela 5. Czgstotliwo$¢ wystgpowania genotypow trzgsawki u tryczkow hodowlanych owcy
zelaznienskiej podczas trzech lat selekeji (%)

Table 5. Frequency of scrapie genotypes occurrence in rams intended for further breeding of the
Zelazna sheep during three years of selection (%)

Lata selekcji — Years of selection
Genotyp
Genotype I I I I-1IT
(n=9) (n=11) (n=4) (n=24)

ARR/ARR 22,22 27,27 75,00 8
ARR/ARQ 55,56 45,45 25,00 11
ARR/AHQ 11,11 0,00 0,00 1
ARQ/ARQ 0,00 27,27 0,00 3
ARQ/AHQ 11,11 0,00 0,00 1

¥ =9,981,df =8, p=0,226.

remontowych (tab. 4). W trzecim roku obserwacji do stada nie wprowadzono tryczkow
nie zawierajacych w genotypie allelu ARR, a czgstotliwo$¢ wystepowania genotypow
ARR/ARR wrzrastata w kolejnych latach, co nalezy uznaé za efekt korzystny z punktu
widzenia poprawy opornosci genetycznej owiec na trzesawke. Sytuacje te¢ trudno zin-
terpretowac szerzej, poniewaz genotypowano zwierzgta wybrane jedynie do hodowli
1 pozniej wlaczano do stada. Wyniki te wskazuja na mozliwo$¢ oddziatywania na
wzrost czgstotliwosci wystgpowania korzystnych uwarunkowan trzgsawki w drodze
selekcji, przy wprowadzeniu racjonalnie opracowanego programu hodowlanego. Ko-
rzystnym efektem prowadzonych u maciorek remontowych i tryczkéw hodowlanych
badan byt fakt braku wystgpowania allelu VRQ. Wystarczy wiec jedynie kontrolowaé
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czestotliwosci wystgpowania korzystnych uwarunkowan trzgsawki przy wyborze try-
koéw, aby oddziatywaé na nie u potomstwa.

Oceng czgstotliwosci wystepowania alleli trzgsawki u matek stadnych i trykdéw roz-
ptodowych przedstawiono w tabelach 6 i 7. Mimo braku istotno$ci wptywu alleli na
czestotliwoscei ich wystgpowania daje si¢ zauwazy¢ rézne liczby alleli u matek (pigc)
i u trykéw (dwa). Za pozytywny uzna¢ nalezy relatywnie duzy udzial allelu ARR
we wszystkich latach badan, znacznie wigkszy anizeli w badaniach innych autorow
wykonywanych na owcach rodzimych nie selekcjonowanych w kierunku redukcji trzg-
sawki (O’DOHERTY i IN. 2001, GOMBOJAV i IN. 2003, LUHKEN i IN. 2004). W trzecim
roku badan u matek stadnych nie stwierdzono juz alleli ARH i VRQ (tab. 6), co $wiad-
czy o korzystnej tendencji prowadzonych prac selekcyjnych zmierzajacych do elimino-
wania ze stada osobnikéw bgdacych nosicielami allelu VRQ.

Znacznie mniejsze zrdznicowanie liczby alleli wykazano u trykéw rozptodowych
(tab. 7). W kolejnych latach nastapit spadek czestotliwosci wystepowania allelu ARQ,

Tabela 6. Czestotliwos¢ wystepowania alleli trzesawki u matek stada podstawowego owcy zelaz-
nienskiej podczas trzech lat selekcji (%)

Table 6. Frequency of scrapie alleles occurrence in foundation stock ewes of the Zelazna sheep
during three years of selection (%)

Lata selekcji — Years of selection
Allel
Allele I I 111 I-1IT
(n=184) (n=210) (n=184) (n=578)

ARR 45,11 43,33 48,91 264
ARQ 44,57 47,62 46,20 267
AHQ 6,52 5,71 4,89 33
ARH 0,54 0,48 0,00 2
VRQ 3,26 2,86 0,00 12

¥ =7,942, df =8, p = 0,439.

Tabela 7. Czgstotliwos¢ wystepowania alleli trzgsawki u trykoéw rozptodowych owcy Zelaznien-

skiej podczas trzech lat selekcji (%)

Table 7. Frequency of scrapie alleles occurrence in stud rams of the Zelazna sheep during three
years of selection (%)

Lata selekcji — Years of selection

Allel
Allele I I I I-1I1
(n=16) (n=12) (n=14) (n=42)
ARR 43,85 75,00 71,43 26
ARQ 56,25 25,00 28,57 16

x> =3,647,df=2,p=0,161.




7

Niznikowski R., Glowacz K., Czub G., Swigtek M., Slezak M., 2014. Polimorfizm genu biatka prionowego ArP
u owiec zelaznienskich utrzymywanych w stadzie Do$wiadczalnej Fermy Owiec i K6z Rolniczego Zaktadu Doswiad-
czalnego SGGW w Zelaznej. Nauka Przyr. Technol. 8, 2, #26.

charakterystycznego dla owiec prymitywnych i dzikich (O’DOHERTY i IN. 2001,
GOMBOIJAV 1 IN. 2003, NIZNIKOWSKI i IN. 2013), zaobserwowano natomiast wzrost czg-
stotliwo$ci wystgpowania pozadanego allelu ARR.

W poréwnaniu z matkami stadnymi (tab. 6) u maciorek stwierdzono znacznie mniej-
szy polimorfizm wystepowania alleli trzesawki. Stado owiec zelaznienskich jest nasta-
wione na produkcj¢ trykow na potrzeby hodowli terenowej, stad nie pozostawiano do
dalszej hodowli w stadzie wlasnym osobnikéw z allelem ARH. U maciorek remonto-
wych (tab. 8) obserwowano wzrost czestotliwosci wystgpowania allelu ARR w kolej-
nych latach oraz zmniejszanie si¢ czgstotliwosci wystepowania alleli ARQ 1 AHQ.
Kierunek tych zmian nalezy uzna¢ za wlasciwy, pozostaje to w zgodzie z wnioskami
innych autoréw (LUHKEN i IN. 2004, KAAL i WINDIG 2005, VAN KAAM i IN. 2005).

Tabela 8. Czgstotliwos$¢é wystepowania alleli trzgsawki u maciorek remontowych owcy zelaznien-
skiej podczas trzech lat selekcji (%)

Table 8. Frequency of scrapie alleles occurrence in flock replacement ewes of the Zelazna sheep
during three years of selection (%)

Lata selekcji — Years of selection

Allel
Allele I 1 Il LI
(n=34) (n=44) (n=48) (n=126)
ARR 38,24 54,55 66,67 69
ARQ 58,82 40,91 31,25 53
AHQ 2,94 4,55 2,08 4

x> =7,004, df =4, p=0,136.

W grupie tryczkéw obserwowano podobne tendencje (tab. 9), jednak allel ARR wy-
stepowal znacznie czgsciej. Stwierdzono takze spadek liczby alleli w kolejnych latach
obserwacji (w drugim i trzecim roku nie stwierdzono allelu ARH, a allele ARQ i AHQ
wystepowaly znacznie rzadziej).

Tabela 9. Czestotliwos¢ wystgpowania alleli trzgsawki u tryczkéw hodowlanych owcy Zelaznien-
skiej podczas trzech lat selekcji (%)

Table 9. Frequency of scrapie alleles occurrence in rams intended for further breeding of the
Zelazna sheep during three years of selection (%)

Lata selekcji — Years of selection

Allel
Allele I I 111 111
(n=18) (n=22) (n=218) (n=48)
ARR 55,56 50,00 87,50 28
ARQ 33,33 50,00 12,50 18
AHQ 11,11 0,00 0,00 2

¥ =7,119,df =4, p=0,130.
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Podsumowujac badania, mozna stwierdzi¢, iz nie wykazano wptywu roku obserwa-
cji na czgstotliwos¢ wystepowania alleli i genotypow u matek stadnych i trykéw rozplo-
dowych oraz mlodziezy hodowlanej obu pici. Tendencje wykazane u zwierzat doro-
stych (matek stadnych i trykdéw rozplodowych) potwierdzaja wyniki badan autoréw
zajmujacych si¢ prymitywnymi badz dzikimi rasami owiec w aspekcie czestotliwosci
wystepowania poszczegolnych alleli i genotypéw (O’DOHERTY i IN. 2001, GOMBOJAV
i IN. 2003, NIZNIKOWSKI i IN. 2013). Za cenny wynik nalezy uzna¢ wyeliminowanie ze
stada osobnikdéw zawierajacych w genotypie niekorzystny allel VRQ. Wyniki analiz
przeprowadzonych na maciorkach i tryczkach hodowlanych wykazaly tendencje do
zwigkszenia si¢ liczby alleli i genotypow opornych na trzgsawke. Wskazuje to na moz-
liwo$¢ prowadzenia skutecznej pracy hodowlanej w tym zakresie, co podkre§lano row-
niez w innych opracowaniach (LUHKEN i IN. 2004, KAAL i WINDIG 2005, VAN KAAM
1IN. 2005).

Podsumowanie

1. Stwierdzono mniejsze zroznicowanie genetyczne w zakresie wystgpowania alleli
i genotypow trzesawki u trykdw rozptodowych (trzy genotypy i dwa allele) i tryczkow
hodowlanych (pig¢ genotypdw i trzy allele) anizeli u matek stadnych (osiem genotypow
i pig¢ alleli) 1 maciorek hodowlanych (pig¢ genotypdw i trzy allele).

2. W przypadku maciorek remontowych, tryczkow hodowlanych i trykéw rozpto-
dowych obserwowano zwigkszanie si¢ czgstotliwosci wystgpowania genotypow i alleli
zawierajacych allel ARR oraz zmnigjszanie si¢ czgstotliwosci genotypow zawierajacych
allele ARQ, AHQ i ARH.

3. U matek stadnych w trakcie pierwszych dwodch lat badan wykazano obecno$é nie-
opornego na trzesawke allelu VRQ, ktory w trzecim roku badan zostal juz catkowicie
wyeliminowany ze stada.

4. Uzyskane u maciorek remontowych i tryczkéw hodowlanych wyniki wskazuja na
zasadno$¢ prowadzenia selekcji w kierunku zwigkszenia frekwencji korzystnych uwa-
runkowan genetycznych biatka prionowego u owcy zelaznienskiej oraz na zasadno$¢
opracowania stosownego programu hodowlanego dla tej rasy.
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POLYMORPHISM OF THE PRION PROTEIN PrP GENE IN ZELAZNA SHEEP
BREED FLOCK FROM EXPERIMENTAL FARM IN ZELAZNA

Summary. The study was conducted in Experimental Farm in Zelazna on 289 ewes of the foun-
dation stock, 21 stud rams, 63 flock replacement ewes and 24 rams intended for further breeding
of the Zelazna sheep. All animals were subjected to the identification of the prion protein PrP
gene. The lower genetic diversity of alleles and genotypes of scrapie in stud rams (three geno-
types and two alleles) and in rams for further breeding (five genotypes and three alleles) than in
ewes of the foundation stock (eight genotypes and five alleles) and in flock replacement ewes
(five genotypes and three alleles) was found. In case of flock replacement ewes, rams for further
breeding and stud rams an increasing in the frequency of genotypes and alleles containing the
ARR allele was observed as opposed to decreasing in the frequency of alleles: ARQ, AHQ and
ARH. In foundation stock ewes during the first two years of research the not scrapie resistant
allele VRQ was observed. In the third year of the study it was completely eliminated from the
flock. The obtained results, especially for flock replacement ewes and rams for further breeding,
indicate the legitimacy to conduct breeding work towards increasing the genotypes resistant scra-
pie. That indicates the validity of the development of breeding program for the Zelazna sheep
breed.

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