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godna¢ zootechnicznej dokumentacji ho- dowego Testu Poréwnawczego u bydta
dowlanej ze stanem faktycznym jest pod-(2003/2004), dotychczas zidentyfikowano ponad
stawowym warunkiem prawidtowo prowadzonej 100 erytrocytarnych antygendw, dziedazicgch
selekcji i wyboru zwiergt na rodzicow nagp-  si¢ w 12 uktadach grupowych krwi (Materiaty
nych pokolé. W celu jej weryfikacji prowadzi ISAG Comparison Test Cattle). Bai zr&nico-
sie kontrok rodowodow i identyfikag) zwierat ~ wanie antygenowe erytrocytéw stosunkowo
w oparciu o badania wybranych markeréw geneszybko znalazio szerokie zastosowanie w prak-
tycznych potomka i jego rodzicow. tyce hodowlanej. Miato to ogromne znaczenie,
Wykrycie i opisanie wielu nowych ty- zwlaszcza po wprowadzeniu sztucznej insemi-
pow markerOw o prostym sposobie dziedzicze-nacji w rozrodzie bydia, da@gej maliwosci
nia i wysokim polimorfizmie oraz opracowanie szybkiego pospu hodowlanego. W Polsce
nowych technologii ich analizy pozwolito na pierwsze potwierdzanie pochodzenia na podsta-
zastosowanie markeréw genetycznych w kontrowie bada grup krwi zastosowano u bydta w ro-
li rodowodéw. W pierwszym okresie badado  ku 1958. W pierwszym okresie obawkiem
analiz rodowodowych najbardziej przydatnetym obgto tylko buhaje zakupione do zaktadéw
okazaly s¢ grupy krwi oraz polimorficzne bial- unasieniania, z biegiem czasu rozszerzono go na
ka krwi i osocza. Dalszy pagt technologiczny wszystkie buhaje przeznaczone do hodowli. Na-
umazliwit wprowadzenie do tych badamarke-  stepnie, rozpocgto badania grup krwi @Zci
row DNA, wérod ktérych najwgksze zastoso- materiatu zenskiego, lgdacego w obrocie ho-
wanie znalazhyoci mikrosatelitarne DNA. dowlanym oraz materiatu, na podstawie ktérego
prowadzi s¢ wycere buhajow w Stacjach Oceny
Bydfa. Z uwagi na toze zapotrzebowanie na
Grupy krwi badania z zakresu kontroli pochodzenia byly du-
70 wicksze nk mazliwosci badawcze placowek
Rozwdj bada nad grupami krwi u zwie- naukowych (PAN w Jastghcu, AR w Krako-
rzat przypada na lata 40. ubiegtego wieku, kiedywie, AR i PZUZ w Poznaniu), w Instytucie Zoo-
to zespdt amerykeskich badaczy na Uniwersy- techniki w Krakowie powotano w 1964 r. Zaktad
tecie Wisconsin rozpoek badania nad ztdi- Immuno- i Cytogenetyki.
cowaniem serologicznym u bydta. BEi pra- Na podstawie zagzlzenia Ministra Rol-
com badawczym Fergusona, Irwina i Stormontanictwa nr 59 z dnia 30.04.1969 r. powotano Kra-
wykryto duza liczbe cech antygenowych u by- jowy System Badania Grup Krwi u Zwietz
dfa, a naspnie u innych gatunkéw zwiesz W ramach tego systemu, ktérego organizac
(Fergunson, 1941; Fergunson i in., 1942; Storzlecono Zakladowi Immunogenetyki Instytutu
mont iin., 1945). Zootechniki, zorganizowano 10 laboratoriow,
Wedtug danych ostatniego Mizynaro-  ktdre jako Pracownie Badania Grup Krwi dziata-
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ly przy poszczegélnych Obgowych Stacjach niezgodnéci, spétdzielnie produkcyjne — 527
Hodowli Zwierat, a take przy ZZD Chorzeléw sztuk badanych — 27,8% niezgodcio W sumie
oraz ZZD Balice (Trela i Duniec, 1972). W po- przebadano 80 875 sztuk potomstwa, $ejub
czgtkowym okresie zgodrid pochodzenia ktérych wykazano 8957 sztuk o niezgodnym po-
stwierdzano tylko na podstawie grup krwi (Du- chodzeniu, co stanowi 11,1%.

niec i in., 1968), nagpnie do bada wtaczono Bardzo istotne dla realizacji programu
polimorfizm biatek i enzymow surowicy krwi oceny wartéci hodowlanej buhajow byly bada-
(Trela E., 1977; Wgrzyn, 1977). nia zgodnéci pochodzenia w ,oborach testo-

Obowigzkiem potwierdzania danych ro- wych”. W latach 1974-1979 (Trela i in., 1981)
dowodowych oljte byly nasipujagce grupy wykonano na terenie kraju badania materiatu
zwierzt: buhajki hodowlane, jatowki hodowlane zenskiego dla 84 164 sztuk, wykazaj 22,8%
na remont stada w obrocie gdkzy gospodar- niezgodnéci. Bez tych badawyniki oceny bu-
stwami, krowy pierwiastki i jatbwki w oborach hajow bytyby mato przydatne dla programéw
testowych, gdzie prowadzono oeemvartasci doskonaleniazytkowych ras bydta.
hodowlanej buhajéw na podstawieytkowosci Wyniki bada w latach 1968—-1979 wy-
corek. Dla przyktadu podajemy wyniki bada kazywaly niezgodni w grupie buhajkéw ho-
zgodndci pochodzenia w latach 1971-1977 dowlanych —$srednio 6,7% oraz w materiaken-
(Trela, 1979), wykonane na terenie calego krajuskim (jatowki hodowlane) — 8,6—15%. Najay
dla materiatlu hodowlanego waych gospodar- sz niezgodné¢ wykazano w oborach testowych
stwach rolnych: gospodarstwa uspoteczniong22,8%). Z uptywem lat procent niezgodnp
(PGR, POHZ i inne) — 8645 sztuk badanych —zmniejszat si, co swiadczyto o potrzebie tych
14,5% niezgodriwi, gospodarstwa rolnikbw bada i poprawie zapiséw zootechnicznych oraz
indywidualnych — 71 203 sztuki badane — 10,7%ustug inseminacyjnych (tab. 1).

Tabela 1. Liczba ekspertyz wykonanych u bydta éredni procent zwiegt nie pochodacych po rodzicach
podanych w rodowodach, w latach 2005-2011
Table 1. Number of expert opinions on cattle anefage percentage of animals with incorrect parestag

in 2005-2011
Liczba testéw genetycznych buhajow
llos¢ wydanych ekspertyz zakupywanych do SHiUZ
No. of expert opinions given  llo$¢ No. of genetic tests of bulls purchased
Rok wykluczen | % wylagczer | for Animal Breeding and Insemination
No. of % of incorrect Centres
Year - — . . :
na podstawig na podstawi¢ incorrect pedigrees na podstawie na podstawie
grup krwi DNA pedigrees grup krwi pDNA
based on based based on based on DNA
blood groups| on DNA blood groups
2005 10727 0 1085 10,1 213 0
2006 13859 163 963 6,9 359 66
2007 13957 1364 1193 7.4 198 166
2008 8542 3080 767 6,6 41 176
2009 4353 4028 609 7.3 19 100
2010 1774 4810 582 8,8 19 90
2011 659 5658 486 7,7 11 52
2012 207 5881 501 8,2 10 9
Razem 54078 24984 6132 7.8 870 656
Total

Podstaw prowadzenia kontroli rodowo- jest posiadanie i odtwarzanie identycznego ze-
déw w oparciu o oznaczenia antygendw krwistawu reagentéw testowych, zgodnych z nor-

52 Prace przegl gdowe



Rozw¢j metod kontroli pochodzenia bydta

mami medzynarodowymi. Dziat Cytogenetyki jednego z rodzicow. Wielka liczba wykrytych
i Genetyki Molekularnej Zwiekg Instytutu Zoo-  u bydta czynnikéw antygenowych, warunkowa-
techniki PIB jest aktualnie jedynymsrodkiem  nych przez odpowiednie geny, stwarza bardzo
w kraju, uzyskujcym surowice identyfikuice  niewielks szans spotkania dwoch zwieskz
antygeny krwinkowe bydta i dysponuje 96 rea- o identycznej strukturze grup krwi. ki temu,
gentami (tab. 2), posiadaymi micdzynarodo- badania grup krwi byly przez wiele lat najbar-
wa standaryzaej(Rychlik i Duniec, 2004). dziej doktadm metod;, pozwalagca na identyfi-
Posiadanie tak dego panelu surowic kowanie osobnikow.
testowych umgliwia wykonywanie testéw he- Prawdopodobigstwo wykluczenia ro-
molitycznych, w ktérych oznaczane prawie  dzicoOw na podstawie 11 uktaddw grup krwi wy-
wszystkie znane u bydta antygeny krwinkowe. nosi okoto 98% (Rychlik i in., 2005). Od 2011 r.
Fundamentaln zasad kontroli pochodzenia na kontrok rodowodéw bydta w oparciu o badania
podstawie badania grup krwi jest fake kazdy  grup krwi prowadzi tylko Dzial Cytogenetyki
czynnik antygenowy krwi, wyspujacy u po- i Genetyki Molekularnej Zwiegt Instytutu Zoo-
tomka, musi by obecny w krwi przynajmniej techniki PIB.

Tabela 2. Reagenty testowe stosowane do oznacgdadu antygenowego krwi u bydta
Table 2. Test reagents used to determine antigeigosition of blood in cattle

Dodatkowe reagenty uywane do
Uktady i .
okreslania sktadu antygenowego krwi
grupowe Reagenty zestawu podstawowego U buhajow
Blood group Basic set of reagents Additional reagents used to determinge
system Co )
antigenic components of blood in bulls
A Al, A2, H, Z D, PLB-4, PLB-8
B B2, G1,G2,11,12,K, 01,02,03, 04, P2,Q2,T1 B1,G3,05,P1,T2,Y 1, 4 A1, A3,
Y2,A2,B,D1,E1,E2 G, I'1],J1,K,02,P, D?2FESI27J2 A2 B",D"J, 0"
Q, Y',G"1,G"2, Q"
C C1, C2,E, R1, R2, W2, X1, X2, C’, L, C"2 PLB-®%/1, XO, X', C"1,
F F1, V2, F2, V1, F/F, N’
J J
L L
M M
S S, U1, U2, H, UL U2 H, U
z Z1 z2
N’ N’
R’ R, S
T T

Markery DNA fragmentow DNA w kapilarnym sekwenatorze

3130XL. Technika ta wykorzystuje reakdpCR

Wykrycie polimorfizmu sekwencji mi-
krosatelitarnych DNA zainicjowalo wiele bada
nad maliwoscia wykorzystania tego polimorfi-

typu multipleks do jednoczesnej amplifikacji od
kilku do kilkunastu markerow, z zastosowaniem
barwnikéw fluorescencyjnych do wyznakowania

zmu w kontroli rodowodow, szczegdlnie u koni sekwencji starterowych i analizy uzyskanych

i bydta. Po raz pierwszy markery DNA, ztme

z krotkich, 1-5-nukleotydowych, tandemowych

fragmentow DNA w laserowych analizatorze.
Od czasu, kiedy Fries i in. (1993) opisali

powtorzey, okreslone jako markery mikrosateli- pierwsze sekwencje mikrosatelitarne (STR)
tarne, opisano w 1982 r. (Tautz, 1989). Analizau bydta, nasipit ogromny posip w badaniach
polimorfizmu mikrosatelitarnego wykonywana nad polimorfizmem mikrosatelitarnym DNA

jest technilg automatycznej analizy wielkoi

u tego gatunku zwiegz. Powstata baza danych
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BovMap, ktéra informuje o ggle zwkkszapcej fizmu 11 zalecanych mikrosatelitarnycloci
sie liczbie zidentyfikowanych mikrosatelitarnych iocere ich przydatnéci dla r&nych ras bydta,
loci. Do 2000 r. w bazie INRAovmapzamiesz- hodowanego w kraju (Lubieniecka i in., 2001,
czono okoto 2100 mikrosatelitow, a w lieym  Radko i in., 2002; Radko, 2008). Od 2005 r.
roku zawiera ona blisko 2500 STR markery mikrosatelitarne w coraz ekszym za-
(http:/Nlocus.jouy.inra.fr/cgi-bin/bovmap/intro2)pl  kresie byly wykorzystywane w badaniach rodo-

Polimorficzne mikrosatelitarnoci zna-  wodowych. W latach 2006-2012 w IZ PIB prze-
lazty szerokie zastosowanie w weryfikacji rodo- badano, w celu potwierdzenia danych rodowo
wodow bydta. Przeprowadzone liczne badaniadowych, ponad 36 tys. sztuk bydta. W 2013 r.
wykazaly, ze wykorzystanie kilkunastu wysoko planuje s przebadanie okoto 8 tys. sztuk.
polimorficznych markeréw mikrosatelitarnych Przy tak duej ilosci bada istnieje za-
(PE>0,5) daje ponad 99,9% prawdopodabie grozenie, ze w niektdrych przypadkach, np.
stwo potwierdzenia wigiwie ustalonego rodo- u osobnikéw pochodeych ze stad podleggj
wodu (Bredbacka i Koskinen, 1999; Weller i in., cych ostrej selekcji czy zwiegiz blisko spo-
2004;Rehout i in., 2006; Radko, 2008; Van Ee- krewnionych, zalecany zestaw markeréw DNA
nennaam i in., 2007; Carolino i in., 2009). Tak moze by niewystarczajcy do jednoznacznego
dwza skuteczn& spowodowataze Migdzynaro-  potwierdzenia danych rodowodowych. &Hak
dowe Towarzystwo Genetyki Zwiggz— ISAG  mozliwos¢ potwierdzag réwniez  dziatania
(International Society for Animal Geneficzale-  ISAG, prowadzce do rozszerzania podstawo-
cito w 1996 r., aby kontrelpochodzenia bydta, wego paneldoci STR. Dotychczas nie podano
prowadzoy dotychczas w oparciu o grupy krwi, jednak dodatkowego, uzupeinjeggo panelu
zastpi¢ analizy polimorfizmu DNA. Stosowanie markeréw, uznawanego w skali gdzynarodo-
kompatybilnych paneli markerow genetycznychwej, ktory w razie potrzeby mégtby bywyko-
przez laboratoria, zajmge s¢ identyfikacp  rzystywany w sytuacji spornego pochodzenia.
osobnica czy kontroh rodowodéw, zapewnia Niektore laboratoria, obok podstawowego
porownywalnd¢ i mozliwos¢ weryfikacji wyni-  zestawu  mikrosatelitow, wykorzystuj do
kow. W celu standaryzacji panelu markerow mi-weryfikacji rodowodéw inne sekwencje STR.
krosatelitarnych DNA do kontroli rodowodéw We Francji, laboratorium ,LABOGENA” na
bydta na Médzynarodowej Konferencji ISAG wystawianych certyfikatach DNA podaje do-
w 1996 r. zaproponowano zestaw 11 markerowdatkowo genotyp w Toci: HUJI177, ILSTS65,
mikrosatelitarnych, ktdre mogtyby bystosowa- INRA72, INRA92, INRAL35, INRAL77 i NRA222;
ne w rutynowych testach molekularnych w USA laboratorium ,Holstein Association” —
(BM2113, BM1824, ETH3, ETH10, ETH225, wBM1818, CYP21, RM67, MGTG4B i SPS113,
INRA23, SPS115, TGLA53, TGLA227, a w Kanadzie — w BM1818, CSSM066 i HELL.
TGLA126, TGLA122). W 1998 r. ISAG zalecito, W Laboratorium  Cytogenetyki i  Genetyki
aby 6 mikrosatelitarnycloci: BM2113, BM1824, Molekularnej Zwierat 1Z PIB opracowano uzu-
SPS115, TGLA227, TGLA126, TGLA122 stano- petniapcy panel 9 sekwencji mikrosatelitarnych
wito minimalny zestaw markerow, wykorzy- (Radko i in., 2010). Zestaw ten zawieli@us
stywany do kontroli pochodzenia u bydta. BM1818, ktory obecnie jest zalecany do rutyno-
W 2000 zestaw ten rozszerzono o 3 kolejnewych badé oraz STR: CSRMG60, ILSTS065,
markery: ETH10, ETH225 i INRA23. Obecnie, CSSM066, INRA072, AGLA293, INRA222,
zgodnie z decyzj podita na Konferencji ISAG  INRA092 i HUJI177, ktéry obok panelu podsta-
w Amsterdamie w 2008 r., rekomendowany jestwowego jest wykorzystywany do weryfikacji ro-
zestaw 12 markeréw STR, w ktorym podstawowydowodow w przypadkach, kiedy stwierdzenie po-
panel 9 mikrosatelitarnycloci zostat poszerzony chodzenia na podstawie rekomendowanego zesta-
0: ETH3, TGLA53 i BM1818. WU hie jest jednoznaczne.

W Instytucie Zootechniki PIB, sprawu- Prawidtlowd¢ prowadzenia danych ro-
jacym nadzo6r nad kontrplrodowodow bydia dowodowych bydia w oparciu o polimorfizm
w Polsce, analizy polimorfizmu mikrosatelitar- sekwencji mikrosatelitarnych DNA jest kontro-
nego u bydta prowadzone sd 1998 r. W trak- lowana dztki organizowanym co dwa lata i
cie tych bada przeprowadzono anatipolimor-  dzynarodowym Testom Poréwnawczym. Ma to
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szczegoblne znaczenie przy eksporcie i imporcienim tescie 2011/2012 r., 1Z PIB otrzymat Cer-
zwierzt hodowlanych, nasienia oraz zarodkdw, tyfikat uczestnictwa.

gdyz daje gwaranej ze ten zarodowy materiat Ze wzgkdu na dynamiczny rozwdj tech-
pochodzi po podanych w rodowodach warto-nik molekularnych i ogromnliczbe markerow
sciowych rodzicach. SNP (polimorfizméw pojedynczych nukleoty-

Laboratorium Dziatu Cytogenetyki i Ge- dow), jak rownie dostpne wysoko wydajne
netyki Molekularnej Zwierat IZ PIB od 1998 r.  techniki genotypowania uwa Sk, ze zastoso-
bierze udziat w Mjdzynarodowych Testach wanie markerow mikrosatelitarnych w kontroli
Poroéwnawczych, organizowanych przez ISAG.rodowodow zostanie w najbdizych latach wy-
Na podstawie wynikow, uzyskanych w ostat- parte przez anakzmarkerow SNP.

Certificate of Participation
This is to certify that ISAG Institutional Member number 84451

National Research Institute of Animal Production
Krakowska, Poland

has participated in the
2011-2012 International Bovine DNA STR Typing Comparison Test

with the following results:
Absolute genotyping accuracy rank: 1
Relative genotyping accuracy rank: 1
Total number of participating labs: 70

Absolute genotyping Relative genotyping The scoring system: .
Accuracy Accuracy Based on 12 microsatellite markers recommended by ISAG in 2008
9 > (BM1818 BM1824 BM2113 ETH3 ETH10 ETH225 INRA23 SPS115 TGLAS3 TGLA122
i L i TGLA126 TGLA227)
1: 100% - 98% 67,1 1: 100% - 98% 7289 :
Z 97%%-95% 129 Z 97.9%-95% 157 Absolute genotyping accuracy (Aga): (Nga - Qea} /Nga _(as percentagF;) .
considers the total number of discrepancies, that is genotyping errors and “blanks” (ne
3 949%-90% 86 3 94,9%-90% 517 genotype reported)
4 89.9% - 80% 7.1 4 899%-80% 14 Relati o E— -
elative genotyping accurac a): r- Ger) r(as percentage
5: below 80% 43 5 below 80% 43 2 yRIg ¥ (Raae (o il 9

considers anly genotyping errors; “blanks” are not counted as discrepancies
Nga: total number of expected genotypes (reference samples not included)

Gea: total number of genotype errors, including blanks
Ngr- Nga minus the number of genotypes not reported (blanks) by the laboratory

. Ger: total number of genotype errors. excluding blanks
Z 7 1 aenotyp D a O
[ m,ml /ocdur-

President: Emie Bailey, PhD Secretary:Dr. Ingrid Olsaker

Podsumowanie wanych przez laboratorium do oznaczania anty-
gendw erytrocytarnych oraz cz&éo stosowa-
Stosowane w Dziale Cytogenetyki nych metod molekularnych w istotny sposob
I Genetyki Molekularnej Zwierg 1Z PIB meto- wptywaja na rzetelné¢ uzyskiwanych rezulta-
dy kontroli rodowodéw zwiegt, oparte o dig  tOw. Stosowane metody sveryfikowane w or-
liczbe cech antygenowych, polimorficznych ganizowanych przez ISAG Nilzynarodowych
form biatek krwi oraz zestaw rekomendowanychTestach Poréwnawczych. Weryfikacja jakio
przez Medzynarodowe Towarzystwo Genetyki i ujednolicenie nomenklatury reagentéw oraz
Zwierzgt — ISAG starterbw do oznaczania mi- zastosowanie rekomendowanych przez ISAG
krosatelitarnego DNA, gwarantujwiarygodny  primeréw do oznaczania DNA stanewd uni-
wynik. llos¢ i jakos¢ reagentdw testowychzy-  wersalndgci tych bada, dzicki czemu mog
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one by wykorzystywane w kadym pastwie, tacji hodowlanej.

€O ma szczegolnie istotne znaczenie przy impor- Przyjete metody nie odbiegajod stoso-

cie i eksporcie zwiett, nasienia oraz zarodkéw. wanych w innych krajach sposobéw sprawdza-
Mozna przypé, ze w efekcie prowa- nia poprawnéci prowadzonej dokumentacji ho-

dzonej kontroli pochodzenia jest gwarantowanadowlanej i § zgodne z regulacjami prawnymi,

wiarygodnad¢ danych, zawartych w dokumen- obowigzujacymi w hodowli zwierat w Polsce.
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METHODS OF CATTLE PARENTAGE TESTING — FROM B LOOD GROUPS
TO DNA POLYMORPHISM

Summary

Animal breeding records, which are the basis féec®n of animals to be parents of the next genera
tion, must be factually correct to ensure breegirapress. They are verified through parentage obatrd iden-
tification of animals based on tests of selectatetie markers in the blood of offspring and itsguds. The de-
tection and description of many new types of markeraracterized by simple inheritance and high mpoly
phism as well as the development of new technidoretheir analysis enabled genetic markers to le=l der
parentage testing. In the first period of the reggablood groups and polymorphic blood and plagpmmeins
proved the most useful for pedigree analysis. Furtechnological advances made it possible to apy
markers, of which microsatellite DNA loci found thesatest application.

In Poland, cattle pedigrees are verified based loadogroup tests and microsatellite DNA polymor-
phism. Blood typing is performed using own testges#s standardized in international comparisorstéidte
study of erythrocyte antigen polymorphism in 11dagroups systems of cattle showed a 99.98% priityadifi
parentage exclusion. The use of highly polymorphicrosatellite DNA sequences enables the probgphwlit
parentage exclusion to be increased to 99.999%.
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