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Polymorphism of the PrP prion protein gene in Polish Merino and Berrichone du Cher sheep

Summary

The study was conducted on ewes and rams of the Polish Merino and Berrichone du Cher breed in the
Grotkowo flock (Wielkopolskie Voivodeship). The examined sheep were aged 1 year (1529 and 327 Polish
merino 2209 and 687 Berrichone du Cher). All animals were subjected to the identification of the PrP prion
protein gene. Based on the study a highly significant effect of breed and no significant effect of sex within the
breed on the frequency of alleles and genotypes of classical scrapie in Polish Merino and Berrichone du Cher
were found. In Berrichone du Cher five alleles (ARR, ARQ, AHQ, ARQ, VRQ) and in Polish Merino six alleles
were found (ARR, ARQ, AHQ, ARQ, VRR, VRQ). What is important, the VRR allele was detected for the
first time in a Polish sheep population. 9 genotypes of scrapie in Polish Merino and 7 in Berrichone du Cher
were identified. Very high frequencies of the genotype ARR/ARR and ARR/ARQ in Polish Merino and high
frequencies of ARR/ARR genotype in Berrichon du Cher were found at a very low level of genotypes, which
coded valine in both breeds. The assumptions of breeding work involving the elimination of the presence of
animals encoding valine at codon 136 and the introduction of rams to the population containing ARR allele
in their genotype was associated with increased frequency of occurrence in the population of ARR/ARR and
ARR allele. That indicates the advisability of such breeding work which should be recommended for the genetic

improvement of other breeds in the national population of sheep.
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Parlament UE ustanowit reguty prawne dotyczace
zapobiegania, kontroli 1 zwalczania pasazowalnych en-
cefalopatii gagbczastych (1, 10). U owiec spotykane sg
dwie formy pasazowalnej encefalopatii ggbczastej, tzn.
trzesawki klasycznej — uwarunkowanej genetycznie
oraz atypowej — nieuwarunkowanej genetycznie. Jako
odpowiedzialne za wystgpowanie trzgsawki klasycznej
u owiec zostato uznane biatko prionowe PrP. W genie
tym zaobserwowano szereg polimorfizméw w kodo-
nach 136, 154 1 171, ktore uznano za odpowiedzialne
za (genetyczng) oporno$¢ lub wrazliwos$¢ na trzesawke
(3-5, 7). Za gwarantujacy najmniejsza wrazliwos$¢ na
trzesawke uznany zostat allel ARR, natomiast jako
odpowiedzialny za duzy stopien wrazliwosci gene-
tycznej na t¢ jednostke chorobowg zostat uznany allel
kodujacy waling — VRQ (3, 4, 7, 8).

W Polsce dotychczas z tej dziedziny prowadzono
badania monitorujace wystepowanie alleli trzesawki
u wielu ras owiec (7, 8, 12). W efekcie udowodniono
brak wystepowania alleli kodujacych waling u wrzo-

sowki polskiej oraz r6zng frekwencje ich wystepowa-
nia u pozostatych ras (6, 8, 12). Warto wiec prowadzi¢
prace hodowlang zmierzajaca do wyeliminowana
z poszczegdlnych populacji owiec allelu VRQ, zmie-
rzajac zarazem w kierunku zwigkszenia frekwencji
wystepowania allelu ARR. W efekcie poprawi to ge-
netyczng opornosci na t¢ jednostke chorobowa w ob-
rgbie poszczegolnych stad i ras owiec. Taki kierunek
prac badawczych przyje¢to w niniejszym opracowaniu,
wybierajac w tym celu migsng rase berrichone du cher
1 merynosa polskiego.

Materiatl i metody

Badaniami objeto maciorki i tryczki hodowlane w wieku
do 1 roku, ras: merynos polski (1529 i 327 i berrichone
du cher (2209 i 683), pochodzace z owczarni Grotkowo
(woj. wielkopolskie), w latach 2009-2013 (tab. 1). Na po-
trzeby analiz molekularno-genetycznych pobrano krew
z zyly jarzmowej zwierzat do probowek zawierajacych
EDTA. DNA izolowano z leukocytow krwi przechowywa-
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Tab. 1. Material do§wiadczalny wykorzystany w badaniach

Rasa
Merynos polski Berrichone du cher
@ 3 ? 3
2009 50 3 89 27
2010 43 6 14 6
Rok pobrania 2011 21 8 4 16
2012 17 8 24 6
2013 21 7 52 13
Razem w obrebie ptci 152 32 220 68
Razem w obrebie rasy 184 288

Tab. 2. Startery oraz miejsca genotypowania SNP dla locus bialka prionowego
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typow, jak rowniez w przypadku roku — 20 stopniach dla
alleli i 32 stopniach dla genotypow. Z kolei w obrebie rasy
berrichone du cher ocen¢ dla plci przeprowadzono przy
4 stopniach swobody dla alleli i 6 stopniach dla genoty-
pow, jak rowniez w przypadku wptywu roku badan — 16
stopniach dla alleli i 24 stopniach dla genotypow. Wyniki
zestawiono w tabelach.

Wyniki i dyskusja

Na ryc. 1 zestawiono rozktady alleli u ocenianych
ras owiec z uwzglednieniem ptci. Wykazano wysoko
istotne (P < 0,01) roéznice w rozktadach alleli u obu
ras, natomiast nie stwierdzono istotnych roéznic po-
migdzy plciami w obrebie rasy. U merynosa polskiego
znaleziono sze$¢ alleli (ARR, ARQ,

AHQ, ARH, VRQ i VRR), natomiast

Locus Startery 3-5° SNP genﬁtl\‘;lil?)nwyania Lokalizacia| w przypadku berrichone du cher pigé

; (wszystkie takie jak u merynosa pol-
PRNPprion | CACAGTCAGTGGAACAAGCC/ | AY909542:9.385A>G AG exon 3 ki 1 : llelu VRR

protein CTTTGCCAGGTTGGGG T p—— . 3 SK1ego z wytgczeniem allelu Vi ).

-0-30004> il exon Za ciekawe uznac nalezy pojawienie

AY909542:9.479C>T; cr exon 3 si¢ allelu VRR u maciorki merynosa

AY909542:9.534G>A G/A exon 3 polskiego, ktory nie jest czgsto spoty-

nej z konserwantem. W celu otrzymania wysokiej jakosci
DNA nadajacego si¢ po zamrozeniu 1 wielokrotnym roz-
mrazaniu do wielokrotnego uzycia krew zostala wstepnie
oczyszczona z powodujacych modyfikacje DNA zwigzkow
hemu przez usunigcie produktow lizy erytrocytow. DNA
byto izolowane z leukocytéw 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 bialka prionowego. Genotypowanie
alleli trzesawki prowadzono systemem KASPar®. System
ten oraz procedura genotypowania polegaja na stosowaniu
metody polimorfizmu punktowego SNP z zastosowaniem
starterow wymienionych w tab. 2. Wysoka wiarygodnos¢
tej metody w poréwnaniu do metody sekwencjonowania
udowodniono w badaniach Green i wsp. (2).

Na podstawie odczytu genotypowanych prob DNA dla
maciorek i trykéw przedstawiono rozktady frekwencji
alleli i genotypéw w obrebie poszczegolnych lat badan.
Corocznie u wszystkich zwierzat przyjeto zasadg, ze osob-
niki zawierajace w genotypie allele kodujace waling byty
usuwane z hodowli i przeznaczane na cele pozahodowlane.
Dodatkowo w przypadku tryczkoéw pozostawiano do dalszej
hodowli jedynie osobniki zawierajace allel ARR. Uzyskany
w ten sposob materiat oceniono pod wzgledem frekwencji
wystepowania alleli i genotypéw pomiedzy rasami, jak
rowniez w obrebie ras — pomigdzy ptciami i latami badan.

Do obliczen statystycznych wykorzystano pakiet progra-
mu SPSS 21.0 (11). Za pomocg testu x> oceniono wpltyw
rasy oraz w obrebie ras — ptci i roku badan na frekwencje
wystepowania alleli i genotypow. W odniesieniu do wptywu
rasy, w przypadku alleli odczytywano warto$ci graniczne
przy 5 stopniach swobody oraz w przypadku genotypow
— 11 stopniach swobody. Natomiast wyniki testu w obre-
bie rasy merynos polski oceniono w przypadku ptci przy
5 stopniach swobody dla alleli oraz 8 stopniach dla geno-

kany u owiec (3-8, 12). Maciorka ta,
ze wzgledu na nosicielstwo tego allelu, podobnie jak
nosiciele allelu VRQ, byty z populacji natychmiast
eliminowane. Porownujac rasy pomigdzy sobg w tym
zakresie, stwierdzono wysoko istotnie (P < 0,01)
wyzsza frekwencje wystepowania allelu ARR 1 AHQ
oraz nizszag ARQ 1 ARH u rasy berrichone du cher
w poréwnaniu z merynosem polskim. Taki uktad jest
zbiezny z wynikami innych autoréw (7, 12), ktérzy
szczegbdlnie mocno podkreslali wysokg frekwencje
wystepowania opornego genetycznie na trzgsawke
allelu ARR (powyzej 80%) u rasy berrichone du cher
w poroéwnaniu do innych ras. Rozktady frekwencji
poszczegdlnych alleli w obrgbie badanych ras w zalez-
nosci od roku przedstawiono w tab. 3. Oddziatywanie
roku na badane rozktady okazalo si¢ wysoko istotne
(P<0,01) urasy berrichone du cher i istotne (P <0,05)
u merynosa polskiego. U obydwu ras stwierdzono
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Ryec. 1. Frekwencja wystepowania alleli PrP u badanych ras
owiec
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Tab. 3. Frekwencje wystepowania alleli PrP w obre¢bie rasy w zaleznos$ci od roku

Allele
Razem
ARR | ARQ | ARH | AHO | VRR | VRQ
n 45 53 1 6 0 1 106
2009
% | 42,5 | 50,0 0,9 5,7 0,0 09 | 100,0
n 54 32 1 6 0 5 98
2010
% | 551 | 32,7 1,0 6,1 0,0 5,1 100,0
Merynos | 5. | 38 16 0 1 0 3 58
polski % | 655 | 27,6 0,0 1,7 0,0 52 | 100,0
n 33 14 0 2 1 0 50
2012
% | 66,0 | 28,0 0,0 4,0 2,0 0,0 | 100,0
n 42 12 0 1 0 1 56
2013
% | 750 | 21,4 0,0 1,8 0,0 1,8 | 100,0
n | 181 39 1 10 0 1 232
2009
% | 780 | 16,9 0,4 4,3 0,0 04 | 100,0
n 26 8 0 6 0 0 40
2010
% | 650 | 20,0 0,0 15,0 0,0 0,0 | 100,0
Berrichone o ] 86 13 0 15 0 0 114
du Cher % | 754 | 11,4 0,0 13,2 0,0 0,0 | 100,0
n 54 5 0 1 0 0 60
2012
% | 90,0 8,3 0,0 1,7 0,0 0,0 | 100,0
n | 110 10 0 10 0 0 130
2013
% | 84,6 7,7 0,0 7,7 0,0 0,0 | 100,0
n | 669 202 3 58 1 11 944
Razem
% | 70,9 | 21,4 0,3 6,1 0,1 1,2 | 100,0

Objasnienia: Wplyw roku w obrebie rasy: berrichone du cher — P < 0,05; merynos
polski P <0,05)

7

frekwencji wystgpowania genotypow
trzgsawki przedstawiono naryc. 2. Pte¢
w obrgbie rasy nie wplyneta istotnie na
rozktady frekwencji genotypow, nato-
miast roznice w tym zakresie pomiedzy
rasami okazaly si¢ wysoko istotne (P <
0,01). U merynosa polskiego stwier-
dzono wystepowanie 9 genotypow,
a u rasy berrichone du cher — 7. Duze
zrdznicowanie w tym zakresie u mery-
nosow polskich spotggowane zostato
przez znalezienie mig¢dzy innymi allelu
VRR. Lista genotypow przedstawia si¢
nastepujaco: ARR/ARR, ARR/ARQ,
ARR/AHQ, ARQ/ARQ, ARQ/ARH,
AHQ/AHQ, VRQ/ARR, VRQ/ARQ,
VRR/ARR. Z kolei u rasy berrichone
du cher nie stwierdzono wystgpowania
genotypow: ARQ/ARH, AHQ/AHQ,
VRQ/ARR, VRQ/ARQ i VRR/ARR,
natomiast znaleziono: ARR/ARH,
ARQ/AHQ oraz VRQ/AHQ, ktoére nie
wystepowaly u merynosa polskiego.
Za bardzo wazny wynik uzna¢ nalezy
najwyzsza frekwencj¢ wystgpowania
genotypu ARR/ARR w poréwnaniu do
frekwencji wystepowania pozostatych
uwarunkowan genetycznych, szczeg6l-
nie poza grupa, ktora nie charakteryzo-
wala si¢ brakiem wystepowania allelu
ARR bez kombinacji z VRQ i VRR.
U rasy berrichone du cher frekwencja

wzrost frekwencji wystgpowania allelu ARR zrokuna  wystepowania genotypu ARR/ARR byta zdecydowa-
rok przy rownoczesnym spadku frekwencji wystepo- nie wyzsza w pordwnaniu do merynosa polskiego,
wania pozostatych alleli. Prowadzi to stwierdzenia, ze  podobnie jak wykazano w pracy Rejduch i wsp. (8).
zastosowany program hodowlany przynosi korzystny  Zakres zréznicowania genetycznego zardwno u me-
efekt, jakim jest eliminacja uwarunkowan kodujacych  rynosa polskiego, jak i1 u rasy berrichone du cher byt
waling oraz wzrost frekwencji wystgpowania opornego  znacznie wigkszy anizeli u innych ras opisywanych
genetycznie allelu ARR, co praktycznie we wszystkich  prze réznych autoréw (3-8). Swiadczy to o mozliwo-
pracach uwazane jest za zasadne (3-8, 12). Rozktad $ci prowadzenia skutecznej pracy hodowlanej, celem

70

BOR -~~~ -~~~

50

40+

30 SR QR

R

10 - S - S - - e

[l merynos polski ¢
[l merynos polski &
[l berrichone du cher ¢

[ berrichone du cher &

Genotyp

| | — ==
ARR/ARR|ARR/ARQ | ARR/ARH | ARR/AHQ |ARQ/ARQ | ARQ/ARH |[ARQ/AHQ AHQ/AHQ‘VRQ/ARR‘VRQ/ARQ ARQ/AHQ|VRR/ARR
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Tab. 4. Frekwencje wystepowania genotypow PrP w obrebie rasy w zaleznos$ci od roku

Genotyp
ARR/ | ARR/ | ARR/ | ARR/ | ARQ/ | ARQ/ | ARQ/ | AHQ/ | VRQ/ | VRQ/ | VRQ/ | VRR/ Razem
ARR ARQ ARH AHQ ARQ ARH AHO AHQ ARR ARQ AHQ ARR
n 13 17 0 2 17 1 0 2 0 1 0 0 53
2009 % 244 | 321 0,0 3,8 32,1 1,9 0,0 3,8 0,0 1,9 0,0 0,0 100,0
n 18 12 0 5 7 1 0 1 1 4 0 0 49
2010 % 36,8 24,5 0,0 10,2 14,3 2,0 0,0 2,0 2,0 8,2 0,0 0,0 100,0
Merynos so11 | 10 14 0 1 1 0 0 0 3 0 0 0 29
polski % | 34,6 | 483 | 0,0 3.4 3.4 0,0 0,0 00 | 103 | 0,0 0,0 0,0 100,0
o n 9 12 0 2 1 0 0 0 0 0 0 1 25
% 36,0 | 48,0 0,0 8,0 4,0 0,0 0,0 0,0 0.0 0,0 0,0 4,0 100,0
o013 n 14 12 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 28
% 50,0 | 42,8 0,0 3,6 0,0 0,0 0,0 0,0 3,6 0,0 0,0 0,0 100,0
T n 68 36 1 8 1 0 1 0 0 0 1 0 116
% 58,5 | 31,0 0,9 6,9 0,9 0,0 0,9 0,0 0,0 0,0 0,9 0,0 100,0
n 8 5 0 5 1 0 1 0 0 0 0 0 20
2010 % 40,0 25,0 0,0 25,0 5,0 0,0 5,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0
Berrichone o n 29 23 0 15 0 0 0 0 0 0 0 0 57
du cher % 50,9 22,8 0,0 26,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0
o012 n 24 5 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 30
% 80,0 | 16,7 0,0 3,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0
o018 n 45 10 0 10 0 0 0 0 0 0 0 0 65
% 69,2 | 15,4 0,0 15,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0
SR n 238 136 1 50 28 2 2 3 5 () 1 1 472
% 50,5 28,8 0,2 10,6 59 0,4 0,4 0,6 1.1 1,1 0,2 0,2 100,0

Objasnienia: Wplyw roku w obrgbie rasy: berrichone du cher — P < 0,05; merynos polski — P < 0,01

poprawy frekwencji wystegpowania uwarunkowan
opornych genetycznie na trzesawke. Zestawienie
rozktadow frekwencji wystepowania genotypow
trzesawki w zaleznos$ci od roku badan w obrebie rasy
zostalo przedstawione w tab. 4. Czynnik ten wptynat
wysoko istotnie (P < 0,01) u merynosa polskiego oraz
istotnie (P <0,05) u rasy berrichone du cher. U obu ras
stwierdzono w kolejnych latach wzrosty frekwencji
wystepowania genotypu ARR/ARR 1 uwarunkowan za-
wierajacych allel ARR oraz redukcje postepujaca az do
catkowitego wyeliminowania z populacji genotypow
zawierajacych allele VRQ 1 VRR. Sugestie pojawiajace
si¢ w wielu pracach o konieczno$ci wyeliminowania
uwarunkowan kodujacych wystgpowania waliny
w kodonie 136 zostaly udowodnione jako mozliwe
do osiagnigcia poprzez odpowiednig prace hodowlang
(5-8). Zastosowany program hodowlany zostat w pet-
ni potwierdzony i warty zalecenia do praktyki celem
wyeliminowania z populacji podatnych na trzgsawke
klasyczng uwarunkowan genetycznych, co pozwala na
spelnienie zatozen przepisOw prawnych obowigzuja-
cych w Unii Europejskiej (1, 9, 10). Coroczne wpro-
wadzanie do stada remontu maciorek nie bedacych
nosicielami uwarunkowan kodujacych wystepowanie

waliny w kodonie 136 oraz trykdéw o genotypie ARR/
ARR powinno w krétkim czasie spowodowac uzy-
skanie populacji w catosci posiadajacej allele oporne
genetycznie na trzesawke klasyczng. Powyzsze za-
lecenia powinny mie¢ zastosowanie w ramach pracy
hodowlanej prowadzonej rowniez na innych rasach
owiec. W Polsce stwierdzane sg przypadki trzgsawki
atypowej u owiec. By¢ moze spowodowane jest to
stosunkowo niskg frekwencja wystepowania alleli
VRQ lub VRR w poréwnaniu do znacznie wyzszych
spotykanych u owiec za granicg (3-5, 7).

Na podstawie przeprowadzonych prac badawczych
wykonanych w odniesieniu do dwdch ras owiec utrzy-
mywanych w owczarni Grotkowo (woj. wielkopolskie)
stwierdzono:

1. Wysoko istotny (P < 0,01) wpltyw rasy owiec
oraz nieistotny plci w obrebie rasy na frekwencje wy-
stepowania alleli 1 genotypow trzesawki klasycznej
u merynosoéw polskich oraz rasy berrichone du cher.

2. Wykazano wystepowanie szesciu alleli (ARR,
ARQ, AHQ, ARQ, VRR i VRQ) u merynosa pol-
skiego, natomiast u rasy berrichone du cher sposrod
wyzej wymienionych nie znaleziono allelu VRR, ktory
w polskim poglowiu owiec znaleziony zostal po raz
pierwszy.
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3. Zidentyfikowano 9 genotypow biatka PrP u me-
rynosa polskiego oraz 7 u rasy berrichone du cher.

4. Stwierdzono bardzo wysoka frekwencj¢ wystepo-
wania genotypu ARR/ARR i ARR/ARQ u merynosa
polskiego oraz wysoka genotypu ARR/ARR u rasy
berrichone du cher, przy bardzo niskim poziomie wy-
stepowania genotypow z kodowana waling u obu ras.

5. Przyjete zatozenia pracy hodowlanej polegajace
na eliminacji nosicieli uwarunkowan kodujacych wy-
stepowanie waliny w kodonie 136 oraz wprowadzanie
do populacji trykéw zawierajacych w genotypie allel
ARR prowadzilo do zwigkszenia frekwencji wyste-
powania w populacji genotypu ARR/ARR oraz allelu
ARR. U merynosa polskiego stwierdzono t¢ zalezno$¢
na poziomie wysoko istotnym (P < 0,01), natomiast
u rasy berrichone du cher istotnym (P < 0,05) staty-
stycznie. Wskazuje to na zasadno$¢ prowadzenia takiej
pracy hodowlane;j, ktorag warto zaleci¢ przy doskona-
leniu genetycznym innych ras owiec wystepujacych
w krajowym pogtowiu.
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