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‘ N ] prowadzenie

Prawidtowe zapisy w dokumentacji ho-
dowlanej stanowig podstawe doboru zwierzat na
rodzicow nastgpnych pokolen, przyczyniajac si¢
do uzyskania postepu hodowlanego. Stad, tak
wazne jest zastosowanie odpowiedniej techniki do
przeprowadzenia identyfikacji zwierzat i weryfika-
cji danych rodowodowych.

Nadzér nad kontrolg pochodzenia §win
w chlewniach zarodowych prowadzono od 1968
r. w Pracowni Grup Krwi w Zaktadzie Doswiad-
czalnym Instytutu Zootechniki Pawlowice (ZD
Pawlowice), przemianowanej pdzniej na Pra-

cowni¢ Immunogenetyki (http://www.zzdpawlo-
wice.pl).

Do konca 2015 r. kontrole pochodzenia
u trzody chlewnej prowadzono na podstawie
grup i bialek krwi. Do badan wykorzystywano
zestaw 25 reagentow testowych z 9 uktadow ge-
netycznych (A, B, E, F, G, H, K, L, N). Prze-
prowadzane testy serologiczne pozwalaty, w za-
leznosci od rasy swin, na potwierdzenie pocho-
dzenia z 93-96% prawdopodobienstwem (Ka-
myczek, 1997). Na podstawie systematycznie
prowadzonych badan procent wykluczen w pol-
skiej populacji $win wahat si¢ od 0,2% w 2012
r. do 1,4% w 2014 (rys.1).
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Rys. 1. Procent wykluczen pochodzenia wyliczony na podstawie polimorfizmu grup i bialek krwi w badanych
chlewniach zarodowych w poszczegolnych latach w Polsce
Photo 1. The nine-year rates of paternity misidentification determined from blood group and serum protein
polymorphism in herds of Polish pigs

Badanie polimorfizmu antygenow ery-
trocytarnych wymaga zmudnego i czasochton-
nego procesu produkcji reagentow testowych,
a testy immunologiczne moga by¢ wykonywane

tylko z uzyciem $wiezej (niemrozonej) krwi. Po-
nadto, takie markery genetyczne jak grupy krwi
sg wrazliwe na selekcje hodowlang oraz redukcje
liczebnosci populacji. Czynniki te powoduja ob-
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nizenie heterozygotyczno$ci populacji. Wplywa
to negatywnie na moc testu, a w skrajnych przy-
padkach uniemozliwia otrzymanie wiarygodnego
wyniku. Na te zjawiska odporniejsze sg markery
DNA (Tapio i in., 2003; Varv i in., 2010).

Polimorfizm STR w hodowli zwierzat

Wraz z rozwojem nowych technik ba-
dawczych pojawita si¢ mozliwos¢ weryfikacji
pochodzenia zwierzat w oparciu o analiz¢ DNA.
W latach 90. XX w. Miedzynarodowe Towarzy-
stwo Genetyki Zwierzat (International Society
for Animal Genetics — ISAG) zalecito, aby kon-
trola pochodzenia zwierzat hodowlanych, pro-
wadzona dotychczas w oparciu o grupy krwi
1 polimorficzne warianty bialek, zostala posze-
rzona o analiz¢ polimorfizmu DNA. Sposrod
markeréw DNA najwicksze zastosowanie znala-
zty sekwencje mikrosatelitarne (STR, short tan-
dem repeat — krotkie powtorzenia tandemowe),
czyli krotkie fragmenty DNA ztozone z 1 do 5
nukleotydowych tandemowych powtorzen DNA,
roOwnomiernie rozmieszczonych w genomie eu-
kariotow (Tautz, 1989). Markery mikrosateli-
tarne analizowane sg technikg automatycznego
okreslania dlugosci DNA, wyrazang w parach
zasad (pz) z zastosowaniem reakcji PCR (fancu-
chowej reakcji polimerazy) oraz rozdzialu elek-
troforetycznego w sekwenatorze DNA. Do kon-
troli pochodzenia szczeg6lne zastosowanie zna-
lazta reakcja PCR typu multiplex, gdzie w mie-
szaninie reakcyjnej wykorzystuje si¢ nawet kil-
kanascie par sekwencji starterowych. Takie se-
kwencje starterowe sg znakowane fluorescen-
cyjnymi barwnikami, co umozliwia wykrycie
jednoczesnie kilkunastu markerow mikrosateli-
tarnych w jednej $ciezce zelu poliakryloamido-
wego. Do odczytu rozdziatu elektroforetycznego
fluorescencyjnie ~ znakowanych  fragmentéw
DNA uzywane sg czytniki laserowe, pozwalajg-
ce na bezposredni odczyt wynikow w progra-
mach komputerowych oraz zachowanie danych
w pami¢ci komputera (Tanaka i in., 1996).

Duza ilo$¢ oznaczonych w genomach
zwierzat sekwencji mikrosatelitarnych oraz sto-

sunkowo szybka i efektywna technika ich anali-
zy spowodowaly, Zze obecnie stanowig one naj-
liczniejszg grupe markeréw stosowanych w ba-
daniu struktury izmiennosci genetycznej roz-
nych populacji $win (Nechtelberger i in., 2001;
Wang i in., 2004; Zhang i in., 2005), jak rowniez
w prowadzeniu kontroli rodowodéw (Nechtel-
berger i in., 2001). Zastosowanie STR do wery-
fikacji pochodzenia u réznych gatunkéw zwie-
rzat gospodarskich, ze wzgledu na duzy polimor-
fizm iczulg technike analizy tych markeréw
pozwala na uzyskanie 98-99,9% prawdopodo-
bienstwa wykluczenia niewlasciwego rodzica
(Radko 2008; Rychlik i in., 2003).

Pierwsze markery mikrosatelitarne wy-
brane przez FAO i ISAG do badan bior6znorod-
nosci §win opracowano w latach 1998-2003.
Stanowily one dwa zestawy markeréow: 15 STR
— CGA, IGF1, S0002, S0005, S0026, S0068,
S0090, S0101, SO0155, S0178, S0215, S0218,
S0225, S0226, S0227 i 12 STR — S0228, S0355,
S0386, SW24, SW72, SW122, SW240, SW632,
SW857, SWI11, SW936, SWI51.

W 2005 r. ISAG wytypowato minimalny
zestaw 12 mikrosatelitarnych markerow do kon-
troli pochodzenia $win: S070, S230, SW240,
SW830, S0059, SO122, SW1430, SW2160,
SW2411, SW840, SWC27, TNFB i AMEL gen,
ktory testowano w kolejnych latach.

Aktualnie do rutynowych badan zaleca-
ny jest podstawowy zestaw 15 markeréw:
S0005, S0090, SO0101, S0155, S0227, S0228,
S0355, S0386, SW24, SW240, SW72, SW857,
SWOI11, SW936 1 SW951. Dodatkowo zapropo-
nowano uzupehlniajacy panel 7 STR: IGFI,
S0002, S0026, S0215, S0225, S0226 i SW632.
W 2014 r. na konferencji ISAG (ISAG Xi’an,
Chiny) podano sekwencje starterowe do amplifi-
kacji wytypowanych markerow (tab. 1). Ostatnie
wyniki z migdzynarodowego testu porownaw-
czego, organizowanego przez ISAG w 2014 r.,
w ktorym uczestniczyty 24 laboratoria, z ktorych
tylko 9 podato wyniki zgodne w 98-100%,
$wiadczg o tym, ze proponowany zestaw marke-
roéw wymaga ponownej weryfikacji i walidacji.
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Tabela 1. Sekwencje starterowe rekomendowane przez ISAG
Table 1. List of recommended markers with primer information

Marker Cro. Sizerange Primer (5-3°): Forward Primer (5-3°): Reverse

IGFI1 5 197-209 GCTTGGATGGACCATGTTIG CATATTTTICTGCATAACTTGAACCT
S0002  3q 190-216 GAAGCCCAAAGAGACAACTGC GTTCTTTACCCACTGAGCCA

S0005 5 205-248 TCCTTCCCTCCTGGTAACTA GCACTTCCTGATTICTGGGTA

50026 16 92-106 AACCTTCCCTTCCCAATCAC CACAGACTGCTTITITACTCC

S0090 12 244-251 CCAAGACTGCCTTGTAGGTGAATA GCTATCAAGTATTGTACCATTAGG
s0107 7 197-216 GAATGCAAAGAGTTCAGTGTAGG GICTCCCTCACACTTACCGCAG
80155 1q 150-166 TGTICICTGITICTCCTCTGTTIG AAAGTGGAAAGAGTCAATGGCTAT
S0215 13 135-169 TAGGCTCAGACCCTGCTGCAT TGGGAGGCTGAAGGATTGGGT
50225 8 170-196 GCTAATGCCAGAGAAATGCAGA CAGGTGGAAAGAATGGAATGAA
50226 2q 181-205 GCACTTTTAACTTTCATGATACTCC GGTTAAACTTTINCCCCAATACA
s0227 4 231-256 GATCCATTTATAATTTTAGCACAAAGT GCATGGTGTGATGCTATGTCAAGC
S0228 6 222-249 GGUATAGGUTGGCAGCAACA AGCCCACCTCATCTTATCTACACT
S0355 15 243-277 TCTGGCTCCTACACTCCTTICTTGATG TIGGGTGGGTGCTGAAAAATAGGA
S0386 11 156-174 GAACTCCTGGGTCITATTTICTA GTC AAAAATCTTTITATC TCC AAC AGT AT
SW24 17 96-121 CTTTGGGTGGAGTGTGIGTC ATCCAAATGCTGCAAGCG

SW240 2p 96-115 AGAAATTAGTGCCTCAAATTGG AAACCATTAAGTCCCTAGCAAA
SWe32 7 159-180 TGGGTTGAAAGATTTCCCAA GGAGTCAGTACTTTGGCTTGA
SW72 3p 100-116 ATCAGAACAGTGCGUCGT TTTGAAAATGGGGTGTTTICC

SWE57 14 144-160 TGAGAGGTCAGTTACAGAAGACC GATCCTCCTCCAAATCCCAT

Swolir 9 153-177 CTCAGTTICTTTIGGGACTGAACC CATCTGTGGAAAAAAAAAGCC
SW936 15 80-117 TCTGGAGCTAGCATAAGTGCC GTGCAAGTACACATGCAGGG
SH951 10 125-133 TITCACAACTCTGGCACCAG GATCGTGCCCAAATGGAC

Analiza loci mikrosatelitanych w polskiej po-
pulacji $win

Od 2016 r. kontrola pochodzenia $win
jest prowadzona w Laboratorium Genetyki Mo-
lekularnej Instytutu Zootechniki PIB, gdzie zo-
stal opracowany panel ztozony z 14 loci mikro-
satelitarnych rekomendowanych przez ISAG.
Obejmuje on nastgpujace markery: SW240,
SWO911, S0101, S0090, SW72, SW857, S0226,
S0228, SW936, SW632, S0227, SW24, S0155,
S0355, zebrane w 1 plex, czyli mozliwe do
oznaczenia w jednej mieszaninie.

Reakcje PCR multiplex przeprowadza
si¢ z uzyciem Type-it Microsatellite PCR Kit
(Qiagen) oraz fluorescencyjnie znakowanych
sekwencji mikrosatelitarnych (barwniki: FAM,
VIC, NED, PET).

Otrzymane produkty PCR poddaje si¢
elektroforezie w denaturujacym zelu poliakry-
lamidowym w obecnosci standardu dlugosci 500
LIZ, w sekwenatorze 3130x1 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems).

Wynik rozdzialu elektroforetycznego,
ktory stanowig fragmenty DNA o roznej dtugo-

ci, odczytuje si¢ w programie GeneMapper®
Software 4.0.

W przeprowadzonych w pierwszym pot-
roczu 2016 r. badaniach na 236 osobnikach roz-
nych ras uzyskano pelne profile DNA we
wszystkich analizowanych loci. Swiadczy to
o prawidtowo dobranych parametrach reakcji
PCR, takich jak profil temperaturowy oraz kon-
centracja starteroOw w mieszaninie reakcyjnej.

Obecnie prowadzona jest walidacja me-
tody analizy 14 markeréw mikrosatelitarnych.
Ponadto, planuje si¢ udziat Laboratorium Gene-
tyki Molekularnej Instytutu Zootechniki PIB
w mie¢dzynarodowych testach poréwnawczych
DNA organizowanych przez ISAG.

Podsumowanie

Zastosowanie rekomendowanych przez
ISAG starteréw do oznaczania STR oraz mig-
dzynarodowa standaryzacja wynikéw w testach
porownawczych DNA pozwoli na zachowanie
uniwersalno$ci  badan rodowodowych §win
w Polsce, co ma istotne znaczenie przy imporcie
i eksporcie zwierzat, nasienia oraz zarodkow.
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THE USE OF DNA ANALYSIS FOR PIG PARENTAGE VERIFICATION
IN POLAND

Summary

Parentage testing of pigs in Poland was supervised from 1968 to the end of 2015 based on blood groups
and proteins at the Experimental Station of the National Research Institute of Animal Production in Pawlowice.
Although the serological tests confirmed the parentage with a probability of 93—96%, the erythrocyte antigen
polymorphism analysis has many shortcomings. Therefore the International Society for Animal Genetics (ISAG)
has recommended that the parentage tests of farm animals should be extended with analysis of DNA polymor-
phism. Among DNA markers, microsatellite sequences have found the widest application in parentage verifica-
tion of farm animals. Since 2016, pig parentage testing in Poland has been performed at the Laboratory of Mo-
lecular Genetics of the National Research Institute of Animal Production, where a panel of markers recommend-
ed by the ISAG was developed. It consists of 14 microsatellite loci in one plex. The tests performed in the first
half of 2016 with 236 animals of different breeds produced complete DNA profiles for all the loci under analy-
sis. This shows that PCR parameters such as temperature profile and concentration of primers in the reaction
mixture, were correctly chosen. In the next stage, a method for analysing 14 microsatellite markers will be elabo-
rated and validated, whereas the Laboratory of Molecular Genetics of the National Research Institute of Animal
Production will participate in the international DNA comparison tests organized by the ISAG.

fot. M. Szyndler-Nedza

90 Prace przegladowe



