Kontrola wiarygodngci rodowodow owiec

Wiadomdci Zootechniczne, R. L (2012), 2: 13-20

Kontrola wiarygodno sci rodowodow owiec
w oparciu o markery genetyczne klasy | i Il

Anna Radko, Tadeusz Rychlik, Dominika Rubé, Agnieszka Szumiec

Instytut Zootechniki Paistwowy Instytut Badawczy,
Dziat Cytogenetyki i Genetyki Molekularnej Zwiayz
32-083 Balice k. Krakowa

godna¢ zootechnicznej dokumentacji ho- dowli i rozrodzie zwiergt gospodarskich -
dowlanej ze stanem faktycznym jest pod-tekst jednolity z 2002 r., Dz. U. Nr 207, poz.
stawowym warunkiem prawidtowo prowadzo- 1762 oraz z 2004 r., Nr 91, poz. 866).
nej selekcji i wyboru zwierg na rodzicéw na-
stepnych pokolé. W celu jej weryfikacji pro-
wadzi st kontrok rodowodéw i identyfikagg ~ MARKERY GENETYCZNE KLASY |
zwierzt w oparciu o badania wybranych mar-
kerow genetycznych krwi potomka i jego ro- U owiec najbardziej przydatne do bada
dzicow. Metoda ta jest obecnie powszechniezgodndci rodowodow okazaty sigrupy krwi,
stosowana nawiecie. Wykorzystanie do tego transferyny, albuminy i hemoglobina.
celu duej liczby cech antygenowych, polimor- Wieloletnie badania, zapogtkowane
ficznych form biatek krwi oraz zestawu reko- juz w 1924 r. przez Biatosukgii Kaczkowskie-
mendowanych przez Mizynarodowe Towa- go, doprowadzity do poznania okoto 20 czynni-
rzystwo Genetyki Zwiergt — ISAG (Internatio- koéw antygenowych, zaklasyfikowanych do
nal Society for Animal Genetics) markerow siedmiu uktadow grupowych krwi: A, B, C, D,
mikrosatelitarnych DNA gwarantuje wiarygod- M, R i X. Wprowadzenie przez ISAG guizyna-
ny wynik. llos¢ i jakos¢ uzywanych przez labo- rodowych testow poréwnawczych surowic te-
ratorium reagentéw testowych do oznaczaniastowych pozwolito na dokonanie standaryzacji
antygendw erytrocytarnych oraz czédostoso- reagentéw uzyskanych wzadych laboratoriach
wanych metod molekularnych w istotny sposdboraz ujednolicenie oznaazedentyfikowanych
wplywaja na rzeteln& uzyskiwanych rezulta- przez nie antygenéw. Postée poréwnawczym
tow. Stosowane metody weryfikowanea s w 1990 r. m¢dzynarodowe oznaczenia preyj
w organizowanych przez ISAG Wktdzynaro- dla 22 antygendw erytrocytow: Aa, Ab, Ba, Bb,

dowych Testach Poréwnawczych. Bc, Bd, Be, Bf, Bg, Bh, Bi, Ca, Cb, Cc, Da, Ma,
Mozna przypé, ze w efekcie prowa- Mb, Mc, R, 0, Xi Z.
dzonej kontroli gwarantowana jest wiarygod- Pierwsze badania, dotygz okrdlenia

nos¢ danych, zawartych w dokumentacji ho- typdw transferyny w surowicy krwi owiec, zo-
dowlanej dotyczcej pochodzenia. Prafte me- staly przeprowadzone przez Ashtona (1958),
tody nie odbiegaj od stosowanych w innych ktory pocatkowo opisat osiem fenotypow.
krajach sposobow sprawdzania popraseno W toku dalszych bada prowadzonych przez
prowadzonej dokumentacji hodowlanej i s wielu badaczy, okrdono ilos¢ alleli wysepu-
zgodne z regulacjami prawnymi ob@®ija-  jacych w r&nych rasach. W 1966 r. przepro-
cymi w hodowli zwierat w Polsce (ustawa wadzono pierwszy mdzynarodowy test po-
z dnia 20 sierpnia 1977 r.: O organizacji ho-rownawczy reagentow testowych dla owiec
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i ustalono nazewnictwo transferyn. W 1990 r. pow w chgu categazycia osobnika.
laboratoria, bicgce udziat w mgdzynarodo- Wykorzystanie do tego celu gej licz-
wym tescie poréwnawczym, organizowanym by cech antygenowych oraz polimorficznych
w ramach ISAG, wykazaly istnienie u owiec form biatek krwi gwarantuje wiarygodny wy-
siedemnastu alleli transferyn:"TT®, Tf€, Tf®  nik. Szczeg6lnie il& i jakos¢ uzywanych
TE, T, T, T, TF, T, T, T, Tf?, TfY,  przez laboratorium reagentéw testowych do
TV, TF i Tf oznaczania antygenéw erytrocytarnych w istot-
Zastosowanie badagrup krwi oraz po- ny sposéb wptywa na rzeteltouzyskiwanych
limorficznych wariantéw biatek krwi do po- rezultatow.
twierdzania pochodzenia u owiec dato obiek- Prace nad uzyskaniem surowic testo-
tywna metod sprawdzenia wiarygodloi ro-  wych rozpoczto w Instytucie Zootechniki
dowoddw gur i Trela, 1983; Trela i Filipczuk, w 1970 r., natomiast wgtne badania nad po-
1985; Rychlik i in., 1996, 2003). Wykorzysta- twierdzaniem pochodzenia owiec na podstawie
nie grup krwi oraz biatek wyspujacych w su-  grup krwi rozpoczto w 1973.
rowicy krwi i erytrocytach do okéania nie- Oznaczanie skladu antygenowego krwi
zgodndci pochodzenia wgze st z ich gene- uowiec przeprowadzano przyzyciu 16 rea-
tycznie uwarunkowanym polimorfizmem, tagw gentow testowych, wykrywagych cechy anty-
identyfikacp fenotypdéw oraz staksig fenoty- genowe z 6 uktadoéw grupowych krwi (tab. 1).

Tabela 1. Reagenty testowe stosowane do oznacgdaiu antygenowego krwi u owiec
Table 1. Test reagents used for determining thgyanic components of blood in sheep

Uktady grupowe Reagenty testowe
Group systems Test reagents
A Aa, Ab
B Bb, Bc, Bd, Be, Bf, Bg, Bi, PLB-17
C Ca, Cb
D Da
M Ma
R R, 0

Jaka¢ reagentow testowych pochedz Instytutu Zootechniki PIB posiada szeroki ze-
cych z rénych laboratoriowswiata weryfiko-  staw reagentow testowych, a ich wysapecy-
wana jest w organizowanych przezgilitynaro-  ficznoé¢ potwierdzity wyniki kilku ostatnich te-
dowe Towarzystwo Genetyki Zwiatz(Interna-  stdbw poréwnawczych organizowanych przez
tional Society for Animal Genetics — ISAG) ISAG.
miedzynarodowych testach poréwnawczych. Obecnie kontrola wiarygoddo rodo-
Zaréwno weryfikacja jakéi, jak i ujednolicenie  wodow owiec w Polsce prowadzona jest w opar-
nomenklatury reagentow stan@wd uniwersal- ciu 0 badanie grup krwi oraz polimorficzne wa-
nosci grup krwi przy ustalaniu testow genetycz- rianty transferyny i hemoglobiny.
nych dla zwierat hodowlanych. Testy te mgg Miarg skutecznéci poszczegollnych
by¢ wykorzystywane w kadym pastwie, co ma markeréw genetycznych do weryfikacji pocho-
szczegOlnie istotne znaczenie przy imporciedzenia jest prawdopodoligwo wykluczenia
I eksporcie zwiergt, nasienia oraz transplanto- niewtasciwego rodzicielstwa. W przeprowadzo-
wanych zarodkow. nych badaniach polimorfizmu antygendw ery-

Wyniki Miedzynarodowych Testéw Po- trocytarnych w 6 uktadach grupowych krwi oraz
rownawczych wykazatyze Laboratorium Dziatlu transferyny (TF) i hemoglobiny (HBB) owiec
Cytogenetyki i Genetyki Molekularnej Zwieftz  rasy Berrichone du Cher (Rychlik i in., 2003)
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wykazanoze prawdopodobiestwo wykluczenia TF i HBB wartg¢ ta wzrosta do 0,92. Zastoso-
niewtaciwie podanego rodzica (PE), obliczone wanie markerow DNA daje natomiast #ie
przy wyciu loci grup krwi, wyniosto 0,84, wos¢ potwierdzenia danych rodowodowych bli-
a przy wykorzystaniu dodatkowo polimorfizmu skie jedndci.

Tabela 2. Wyniki badakontroli rodowodéw owiec w latach 2005-2011
Table 2. Results of parentage verification in shieep005-2011

llos¢ wydanych . , 0 ;
llos¢ badanych stad ekspertyz llose Wykluczen /o W)_/kluczen
Rok No. of incorrect| % of incorrect
No. of flocks tested No. of expert ; !
L ; pedigrees pedigrees
opinions issued
2005 29 958 39 4,1
2006 30 732 46 6,3
2007 16 391 11 2,8
2008 15 399 46 11,5
2009 25 627 56 8,9
2010 20 573 45 7.8
2011 27 638 13 2,0
Razem —Total 162 4318 256 59
MARKERY GENETYCZNE KLASY II keréw genetycznych, stosowanych nie tylko

w kontroli pochodzenia (Rychlik i in., 2003;

Identyfikacja osobnicza oraz analiza ro- Souza i in., 2012), ale rowriev badaniu struk-
dowoddéw zwierat gospodarskich na podstawie tury izmienndci genetycznej populacji i ras
antygenow erytrocytarnych oraz biatek surowicyowiec (Diez-Tascon i in., 2000; Baumung i in.,
krwi, szczegblnie u bydta i koni, zostata posze-2006; Carneiro i in., 2010).
rzona o analig markerow DNA. Od 2011 r. kon- Do analizy sekwencji mikrosatelitarnych
trola pochodzenia u bydta, dotychczas prowa-wykorzystywane $tancuchowa reakcja polime-
dzona w oparciu o markery genetyczne klasy lrazowa (PCR) oraz techniki elektroforetyczne.
zostala zagpiona analiz polimorfizmu mikro- W kontroli pochodzenia szczeg6lne zastosowa-
satelitarnego DNA. Mzna spodziewa sig, ze  nie znalazta reakcja PCR typu multiplex, gdzie
w najblizszych latach wymdg stosowania obok w mieszaninie reakcyjnej znajduje siawet kil-
grup krwi markeréw DNA u innych gatunkéw, kandgcie par starterow, dgki czemu jednocze-
w tym réwniez u owiec, lgdzie obligatoryjny $nie zachodzi powielenie kilkunastu loci. Starte-
w kontroli pochodzenia osobnikéw przeznaczo-ry stosowane do amplifikacjaznakowane fluo-
nych do rozrodu oraz do stad zachowawczych. rescencyjnie, czterema barwnikami, co ulino

Spardéd markeréw DNA, ze wzgtlu na  wia wykrycie jednoczéie kilkunastu markeréw
duze, czsto przekraczape 99,99% prawdopo- mikrosatelitarnych w jednejciezce zelu polia-
dobierstwo wykluczé oraz stosunkowo prest kryloamidowego.
identyfikacg, najwicksze zastosowanie w kon- Do odczytu rozdziatu elektroforetyczne-
troli rodowodow znalazty sekwencje mikrosate- go wywane g czytniki laserowe, co pozwala na
litarne (Tautz, 1989; Holm i Bendixen, 1996). bezpdredni odczyt wynikobw oraz zachowanie
Obecnie stanowione najliczniejsg grupe mar-  danych w pamici komputera.
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Etapy oznaczania markeréw mikrosatelitarnych:

1. 1zolacja DNA

2. Amplifikacja fragmentoéw DNA
metod; PCR-multiplex

3. Elektroforeza produktéw amplifikacji
w denaturujcym 7%zelu poliakryloamidowym,
w sekwenatorze kapilarnym 3130 xI. AB

4. Analiza wielkdci rozdzielonych fragmentéw DNA
— w liczbie par zasad ustalanie genotypéw
(GeneMappér Software AB)
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Metody analizy markeréw mikrosatelitarnych

DNA

Analiza polimorfizmu sekwencji mikro-
satelitarnych wykonywana jest techailauto-
matycznej analizy wielkei fragmentow DNA
w sekwenatorach DNA, genotypy ustalang s w postaci wykresow, przedstawgaych dtugdci
automatycznie w programach komputerowychproduktow PCR w ksztalcie pikow. Diugm

(Tanakaiin., 1996).

Identyfikacja alleli

mikrosatelitarnych se-
kwencji DNA oraz ustalanie genotypu

Po amplifikacji sekwencji mikrosateli-
tarnych DNA otrzymuje si roznej diugdci
fragmenty DNA (zawierage r&ng liczbe kopii
motywu nukleotydowego), warunkige wielko-
§ci poszczegoblnych alleli. Dlugoi zidentyfiko-
wanych alleli okréla sk podczas rozdziatu elek-
troforetycznego. W trakcie elektroforezyzn@j
diugcéci produkty PCR migraj w zelu z r@ng
szybkacia. Fragmenty dtisze, o wgkszym ce-
zarze molekularnym, migrgijwolniej niz frag-
menty krétsze. Wyniki elektroforezy, w postaci nowych testach molekularnych.

barwnych pgzkéw nazelu, otrzymuje s dzieki
fluorescencyjnie znakowanym starteronmyy-u
tym w procesie amplifikacji. Fluorescencyjne
sygnaty zzelu, skanowane w trakcie rozdziatu
elektroforetycznego przez czytnik laserowy,
w programie komputerowym rejestrowane S

produktow PCR, w parach zasad (pz), odpowia-
dajace wielkgciom alleli, okrglane g w opar-
ciu o fragmenty standardu diugd DNA.

Otrzymane dane importowaneg slo
programu komputerowego przygotowanego do
ustalania profilu — genotypu charakterystyczne-
go dla danego osobnika. Wieldb alleli w po-
szczegolnych loci, skladgje st na genotyp,
standaryzowanegsmiedzynarodowo w testach
poréwnawczych, organizowanych co dwa lata
przez ISAG.

W celu standaryzaciji kontroli pochodze-
nia u owiec na podstawie mikrosatelitarnych se-
kwencji DNA na Medzynarodowej Konferencji
ISAG w 1998 r. wybrano 15 markeréw mikrosa-
telitarnych, ktére moglyby kyuzywane w ruty-

Tabela 3. Charakterystyka markerow mikrosatelitahngstowanych podczas testu poréwnawczego ISAG:

Sheep CT Results 2011-2012

Table 3. Characteristics of microsatellite markersted by ISAG comparison test: Sheep CT Resilis-2012

Liczba o . . Liczba Dok+adn9§c’

Marker laboratoriow Brak wynikéw| Liczba bkdow genotypow markerow
# Labs included No result # Errors Total genotypes Marker

accuracy
AME 16 0 320 100,0
CSRD247 24 3 480 99,4
SPS113 15 2 280 99,3
INRAL172 18 3 360 99,2
MAF065 25 1 5 499 99,0
INRAO23 20 4 396 99,0
McM42 18 4 360 98,9
ETH152 (D5S2) 24 7 480 98,5
OarFCB20 26 9 9 511 98,2
MAF214 20 5 15 395 96,2
INRAOG3 23 19 460 95,9
INRAOO6 18 1 16 359 95,5
McM527 24 3 26 477 94,5
INRAOOS 21 24 418 94,3
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Zalecono zastosowanie 3 reakcji multiplex:  jednolitego testu molekularnego, utiwiajace-
go kontrot pochodzenia w oparciu o standardo-
Multiplex 1 (proposed by LGS, Cremona, Italy) wy zestaw markeréw mikrosatelitarnych (Toma-
CSRD0247 - HSC — INRA063 — MAF0214 — scoiin., 2002; Glowatzki-Mullis i in., 2007).
OarAEQ0129 - OarCP049 - OarFCB11 - IZ PIB od széciu lat bierze czynny
OarFCB304 udziat w Miedzynarodowych Testach Porow-
nawczych, co pozwolito zastosogvapracowan
Multiplex 2 (proposed by LGS, Cremona, Italy) metod analizy STR do potwierdzania danych
D5S2 - INRAOO5 - INRA23 — MAF065 — rodowodowych owiec. W 2011 r. ustalono 2 ze-
McMO0527 — OarFCB20 — SPS113 stawy markeréw, umdiwiajace analiz 13 mi-
krosatelitarnych loci:
Other markers (proposed by G. Erhardt, Gies-

sen, Germany) Multiplex I: OarFCB304, HSC, OarAE129,
BM1258 - BM1329 - BM1818 - INRA231 MAF214, INRA063, CSRD247,
W wielu crodkach naukowych nawie-  Multiplex II: OarFCB20, SPS113, D5S2,

cie prowadzone gsbadania nad opracowaniem MAF065, INRAOO5, McM527, INRAO23

Tabela 4. Zestawienie wynikow genotypowania w garéwnawczym ISAG: Sheep CT Results 2011-2012
Table 4. Comparison of genotyping results in ISA@garison test: Sheep CT Results 2011-2012

Bledy Ca_lkowna Zg}oszona Dokladngc
. D : liczba liczba
Kod laboratorium Brak wynikow genotypowania . . wzgledna
. genotypow | genotypow .
Lab ID No result Genotyping Relative
Total Reported
errors accuracy
genotypes | genotypes
84414 0 0 280 280 100,0
84428 0 4 280 280 98,6
84434 40 1 280 240 99,6
84435 20 0 260 240 100,0
84448 0 0 260 260 100,0
84451 60 0 260 200 100,0
84462 0 23 280 280 91,8
84467 42 7 260 218 96,8
84475 0 2 260 260 99,2
84483 0 8 280 280 97,1
84486 0 0 280 280 100,0
84487 0 15 280 280 94,6
84501 0 2 280 280 99,3
84535 20 0 280 260 100,0
85067 40 34 260 220 84,5
85081 0 7 280 280 97,5
88267 0 8 280 280 97,1
89696 0 2 280 280 99,3
93047 0 20 280 280 92,9

Na szaro zaznaczono wyniki laboratorium Dziatu Cgtuggyki i Genetyki Molekularnej Zwiesz1Z PIB.
Results from the laboratory of the Department ofrfah Cytogenetics and Molecular Genetics of the NatidResearch
Institute of Animal Production are marked in grey.
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W ostatnim mgdzynarodowym té&ie  kontroli rodowodéw zwiergt, oparte o0 dip
poréwnawczym Sheep Comparison Test ISAGliczbe cech antygenowych, polimorficznych
2011-2012 testowano markery mikrosatelitarne form biatek krwi oraz zestawu rekomendowa-
ktore maj stanowé¢ podstawowy panel marke- nych przez Mgdzynarodowe Towarzystwo Ge-
réw do kontroli rodowodéw owiec, rekomendo- netyki Zwierzt — ISAG markeréw mikrosateli-
wany przez ISAGIGAG Marker Panél AME, tarnych DNA gwarantuje wiarygodny wynik.
CSRD247, ETH152, INRAOO5, INRAOO6, Stosowane metody weryfikowang w organi-
INRAO23, INRAO063, INRA172, MAF065, zowanych przez ISAG Midzynarodowych Te-
MAF214 (albo SPS113), McM42, McM527 stach Poréwnawczych.

I OarFCB20. Otrzymane wyniki przedstawiono Weryfikacja jakdci i ujednolicenie
w tabeli 3. Spéréd 27 uczestnigrych w técie  nomenklatury reagentow oraz zastosowanie
— 19 laboratoriéw, ktore przedstawity wyniki dla rekomendowanych przez ISAG markerdw sta-
markerow rekomendowanych przez ISAG, zo-nowiag o0 uniwersalnéci tych bada, dziki
stato zakwalifikowane do ogdlnego zestawienia.czemu mog by¢ wykorzystywane w kadym
Dokladnag¢ w ustalaniu genotypdéw dla tych la- panstwie, co ma szczegdlnie istotne znaczenie
boratoriow osigreta od 84,5 do 100% (tab. 4).  przy imporcie ieksporcie zwiegz nasienia
Opracowane i standaryzowane e¢mi oraz zarodkow.
dzynarodowo zestawy markeréw mikrosatelitar- Mozna przypé, ze w efekcie prowa-
nych w laboratorium Cytogenetyki i Genetyki dzonej kontroli gwarantowana jest wiarygod-
Molekularnej Zwierat IZ PIB s pomocne nos¢ danych, zawartych w dokumentacji ho-
w przypadkach, gdy system kontroli pochodze-dowlanej, dotycgcej pochodzenia. Wyniki
nia owiec, oparty na grupach krwi, uniettio  kontroli, przekazywane corocznie do wiado-
wiat jednoznaczne wskazanie pary rodziciel-mosci Polskiego Zwiazku Owczarskiego, po-
skiej. Obecnie gty si¢ do ustalenia i standary- zwalag na podejmowanie decyzji, zmierzaj
zacji jednego zestawu, ktory mogiby¢hbstoso- cych do poradkowania dokumentacji zoo-
wany do weryfikacji rodowodow. technicznej i korygowania &iinych rodowo-
doéw. Eliminacja z hodowli zarodowej osobni-
kéw o niezgodnym pochodzeniu daje gwaran-
Podsumowanie cje uniknkcia skutkoéw, jakie mogtyby wynik-
na¢ w przypadku waycia do rozrodu zwiekt

Stosowane w Dziale Cytogenetyki i Ge- nie pochodzcych po wartéciowych, poda-

netyki Molekularnej Zwiergt IZ PIB metody nych w rodowodach rodzicach.
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PEDIGREE VERIFICATION OF SHEEP BASED ON CLASS | AND Il GENETIC MARKERS
Summary

Parentage verification based on analysis of gemséickers ensures that sheep pedigree breeding
records are correct. Verification results enabimielting animals of incompatible origin from pecig breed-
ing, which prevents the possible consequenceseafdimg animals not derived from valuable parenésispd
in the pedigrees.

In sheep, class | genetic markers (blood groupsasferrins, alboumins and hemoglobin) proved thetmos
useful for studying pedigree consistency. Todagigree verification of sheep in Poland is basedioalysis of
erythrocyte antigens in 6 blood groups and of palgphic variants of transferrin and hemoglobin.

In recent years, pedigree analysis in farm anirbated on erythrocyte antigens and blood serum pro-
teins was extended with analysis of class Il genmiarkers. Of DNA markers, microsatellite sequerfoesd
the greatest use in pedigree control due to thie pigbability of exclusion (often exceeding 99.998a) rela-
tively simple identification.

The size of microsatellite alleles at differentil@cstandardized in international comparison testgm-
nized at two-year intervals by ISAG. The internaibSheep Comparison Test 2011-2012 tested miettisat
markers that will form the basic panel of markenssgheep parentage verification recommended by I98GG
Marker Panel): AME, CSRD247, ETH152, INRAOO5, INRF®) INRAO23, INRA063, INRA172, MAFO065,
MAF214 (or SPS113), McM42, McM527 and OarFCB20.

The use of the panel of microsatellite DNA markstandardized by international ISAG tests, at #he |
boratory of Animal Cytogenetices and Molecular Gixseof the National Research Institute of AnimabdRuc-
tion, is helpful where the parentage verificatigistem based on blood groups does not conclusivey ghe
parents. The application of the ISAG Marker Panekes it possible to confirm pedigree data with a&trid®0%
accuracy.
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