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Resumen

Este trabajo pretende mostrar los problemas encontrados en el protocolo diagnéstico basado en RT-
PCR de los codones 136, 154 y 171 del gen PrnP ovino cuando existen mutaciones en la secuencia del
gen en los nucleétidos adyacentes a estas posiciones. Se han genotipado un total de 90 individuos per-
tenecientes a 3 razas espainolas (Xalda, Rubia del Molar y Colmenarefia) y 3 poblaciones ovinas de Bur-
kina Faso: Sahel, Djallonké y Mossi. Como resultados mas destacados, en las razas de Burkina Faso sélo
se encontraron 3 alelos (ARQ, ARR y AHQ) con ausencia del alelo VRQ. Ademas, en 3 individuos el pro-
tocolo no fue capaz de identificar ninguno de los polimorfismos en los codones 136 y 171. Se secuen-
ciaron 410 pares de bases del gen PrnP incluyendo los codones 136, 154, y 171, y se identificaron varios
polimorfismos en los codones 138, 143 y 172. Estos polimorfismos afectan al resultado del protocolo
diagnostico. Se concluye que la existencia de polimorfismos en las regiones adyacentes de los codones
genotipados, pueden afectar a los resultados de algunos protocolos diagnésticos, y con ello a los
esquemas de seleccién de algunas razas ovinas basados en los genotipos del gen Prnp.
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Summary

Adjacent mutations to ovine PrnP codons 136 and 171 affect performance of the diagnostic protocol
based on RT-PCR coupled to fluorescence probes

In this work we show the problems we have found, in the performance of a diagnostic protocol for
the 136, 154 and 171 codons of the PrnP ovine gene based on RT-PCR, when mutations exist in the
adjacent nucleotides of these positions. A total of 90 individuals belonging to 3 Spanish (Xalda,
Rubia del Molar and Colmenarefia) and 3 Burkina Faso sheep breeds (Sahel, Djallonké and Mossi)
were genotyped. Only 3 alleles (ARQ, ARR y AHQ) were found in the Burkinabé breeds. Diagnostic
could not be carried out on codons 136 and 171 in 3 Burkinabé individuals. A total of 410 base pairs
of the PrnP gene including codons 136, 154 and 171 were sequenced allowing the identification of
polymorphisms on codons 138, 143 and 172. The identified polymorphisms affected diagnostic
performance. Programmes using the PrnP genotype as selection criterion could also be affected.
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Introduccion

En el laboratorio del Area de Genética y
Reproduccién del SERIDA se lleva a cabo el
genotipado de las variantes del gen PrnP
ovino que afectan a los codones 136, 154 y
171, y participa en el ensayo colaborativo diri-
gido por el Laboratorio Central de Veterinaria
de Algete (Madrid). Este protocolo es basica-
mente el descrito en Van Poucke et al. (2005),
al que se le ha afadido una nueva sonda para
el diagnéstico de la variante K en el codon
171. Las referencias sobre las frecuencias de
los polimorfismos del gen PrnP en poblacio-
nes ovinas africanas son escasas (Serrano et
al., 2007). En este trabajo vamos a presentar
los resultados preliminares de aplicar el pro-
tocolo anterior en 3 poblaciones ovinas dife-
renciadas de Burkina Faso. Ademas se van a
genotipar 15 individuos de las poblaciones
ovinas Xalda, Rubia del Molar y Colmenarefia.

En algunas poblaciones espafiolas y otros
lugares del mediterraneo, se ha constatado
la presencia del alelo ARK, no incluido en la
normativa europea. En este trabajo aprove-
chamos para testar también la presencia de
este alelo en las poblaciones analizadas.

Material y métodos

Se genotiparon 15 individuos de cada una de
las razas ovinas Xalda, Rubia del Molar, Col-
menarefia, Djalonké, Mossi y Sahel mas los
correspondientes controles para cada uno
de los genotipos. El protocolo utilizado para
secuenciar es el descrito por Van Pocke et al.
(2005), basado en RT-PCR acoplada a sondas
fluorescentes, con la Unica modificaciéon de
que se afade la sonda 171-K (Cy5- AGAC-
CAGTGGATAAGTATAGTAACCA- BHQ2), en
la PCR-2. Para la amplificaciéon y posterior
secuenciacién de una regién de 428 pb del
gen PrnP, se utilizaron los oligos 5'-GTGGAG-
GCTGGGGTCAAGGTGGTAG-3' y 5 AAAGA-
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GATGAGGAGGATCACAGGAC-3'. El producto
PCR se purificé con Exosap(USB), y se secuen-
ci6 utilizando el BigDye terminator v3.1 Cycle
Sequencing kit (Applied Biosystems).

Resultados y discusién

Los resultados de las frecuencias genéticas se
muestran en la tabla 1. Cabe destacar que no
se encontré ningun alelo VRQ en las razas
analizadas. En las poblaciones africanas se
encuentra en un porcentaje muy alto (0,8 o
superior) el alelo ARQ. Otros dos alelos, AHQ
y ARR, se encontraron en muy baja frecuen-
cia. En varios individuos, el protocolo no
identificé ninguna de los posibles polimor-
fismos, no permitiendo su diagnéstico. Para
conocer el genotipo correcto, se secuencia-
ron dos individuos de la poblacién Mossi y 4
individuos de la poblacién Djallonké para un
fragmento de 410 pb del gen PrnP que con-
tiene los codones 136, 154 y 171. Se encon-
traron 6 polimorfismos en las secuencias de
los 6 individuos, sin que ninguno afectara a
los codones 136, 154 o0 171. Sin embargo, dos
de esos polimorfismos si afectaron a codones
adyacentes (138 y 172), que se localizan en
las zonas de reconocimiento de las sondas.

El gen PrnP se ha asociado a la resistencia o
susceptibilidad a padecer la enfermedad de
la tembladera o scrapie en ovino. En este
trabajo se han genotipado, ademas de 3
razas espafiolas, 3 poblaciones del oeste de
Africa, concretamente de Burkina Faso, con
el protocolo utilizado rutinariamente en la
raza ovina Xalda para el genotipado de los
codones 136, 154y 171.

En las poblaciones ovinas de Burkina Faso
no existe seleccion de ningun tipo en el
ganado ovino. A pesar de ello, parece existir
poca variabilidad genética para el gen PrnP
y no se ha detectado la presencia del alelo
VRQ (tabla 1).
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Tabla 1. Frecuencias alélicas determinadas a partir de las mutaciones encontradas en los codones
136, 154 y 171 del gen PrnP ovino en 3 poblaciones espafiolas: Xalda, Rubia del Molar
y Colmenarefia y 3 de Burkina Faso: Sahel, Djallonké y Mossi
Table 1. Allelic frequencies obtained from the mutations identified on codons 136, 154 and 171
of the ovine PrnP gene in 3 spanish sheep populations: Xalda, Rubia del Molar, Comenarefia and 3
from Burkina Faso: Sahel, Djallonké and Mossi

ARR ARQ AHQ ARH _RQ AR

Sahel 3 24 3 0 0 0

0,1 0,8 0,1 0 0 0
Mossi 1 25 2 0 2 0

0,03 0,83 0,07 0 0,07 0,00
Djallonké 0 24 2 0 0 4

0 0,8 0,07 0 0,00 0,13
Xalda 11 18 0 1 0 0

0,37 0,6 0 0,03 0 0
Rubia del Molar 13 16 0 1 0 0

0,43 0,53 0 0,04 0 0
Colmenarena 10 17 3 0 0 0

0,33 0,57 0,1 0 0 0

Un individuo de la poblacién Mossi, resulta-
ba negativo a las dos sondas del codon 136.
Su secuenciacién evidencié que se trataba
de un individuo 136-A, con una mutacién
silenciosa (T/C) que afectaba al tercer nucle-
6tido del codon 138. Esta mutacién coincide
en la secuencia de reconocimiento de las
dos sondas utilizadas en el diagnéstico, no
permitiendo su hibridacién, resultando en
un fallo en el diagnéstico. En 3 individuos
de la poblacion Djalonké ocurria un caso
semejante; en uno de ellos no se obtenia
resultado diagnostico para el codon 171, y
en dos de ellos sélo se diagnosticaba el
genotipo de un alelo. Tras la secuenciacién,
se evidencié una mutacién (G/T) en el pri-
mer nucleétido del codon 172 (Y172D), des-
crita anteriormente por Acin et al. (2004) en
ovejas de las razas Rasa Aragonesa, y recien-
temente también en poblaciones de ovejas
de Maruecos (Serrano et al., 2007), que
igualmente afectaba a la secuencia de reco-
nocimiento de las sondas del codon 171.

Por otro lado cabe destacar que no se eviden-
Ci6 la presencia del alelo ARK en ninguna de
las poblaciones analizadas, si bien el nimero
de individuos analizados es muy bajo.

La variabilidad del gen PrnP ovino es muy
alta y su conocimiento es creciente con el
analisis de las secuencias de nuevas poblacio-
nes de ovejas. Se han descrito nuevos poli-
morfismos en los codones sefialados como
importantes para la susceptibilidad/resisten-
cia a las encefalopatias espongiformes trans-
misibles (Acutis et al., 2004; Billinis et al.,
2004; Alvarez et al., 2006), de los que se des-
conoce su importancia clinica. Estos polimor-
fismos ademas estan presentes en cierta fre-
cuencia en las poblaciones ovinas espaiolas,
lo que interfiere en algunos de los protoco-
los que se viene usando rutinariamente en
los laboratorios diagnésticos. A esto hay que
anadir los problemas que hemos encontrado
debidas a mutaciones localizadas en regio-
nes adyacentes a los codones sefalados, y
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que también se han identificado en pobla-
ciones espafiolas. Estas interferencias en los
protocolos diagnésticos rutinarios, puede
provocar problemas en la aplicacién de los
esquemas obligatorios de seleccion de indi-
viduos atendiendo al genotipo del gen PrnP,
sobre todo en poblaciones en riesgo.
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