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Ipaki (Vicugna pacos) naleza do rodziny

Camelidae, plemienia Lamini 1 s3 nazywa-
ne Wielbladami Nowego Swiata (Stanley i in.,
1994; Wheeler, 2012). Ich rodzimym miejscem
wystepowania jest region Altiplano w Andach
(Wheeler, 1995). Wérdd alpak mozna wyrdz-
ni¢ dwa typy — Suri 1 Huacaya, cho¢ nie sg to
oddzielne rasy. Krzyzowanie dwoch alpak typu
Suri moze doprowadzi¢ do uzyskania potomstwa
typu Huacaya, podobnie jak krzyzowanie dwoch

alpak typu Huacaya moze da¢ potomstwo typu
Suri. Alpaka typu Suri cechuje si¢ dtugim, pro-
stym wioknem opadajacymi na boki ciata, pod-
czas gdy alpaka typu Huacaya posiada krotsze,
pofalowane wiokna, nadajace ciatlu gabczasty
wyglad. W Andach spotyka si¢ réwniez zwie-
rz¢ta o posrednim wygladzie, nazywane Chili.
Jednakze, na calym $wiecie alpaki typu Huacaya
stanowiag okolo 90% populacji alpak (Whe-
eler, 1995; Podbielska i Piorkowska, 2022 b).

Fot.1. Alpaki na pastwisku,
hodowla Coniraya
(fot. Hodowla Coniraya)
Photo 1. Alpacas in the pasture,
Coniraya farm
(photo: Coniraya farm)
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Archeolodzy datujg proces udomowienia
alpaki na okoto 4000-5000 lat p.n.e. Istnialy
rownolegle trzy hipotezy pochodzenia tych
zwierzat. Wedlug pierwszej z nich wikunia jest
przodkiem alpaki; druga zakladata, ze zaréwno
alpaka, jak i lama wywodza si¢ od guanako;

zwolennicy trzeciej uwazali, ze alpaka powstata
jako krzyzowka lamy z wikunig (Wheeler, 1995).
Dopiero badania genetyczne 1 genomiczne
wykazaty, ze alpaka wywodzi si¢ od wikunii,
podczas gdy lama od guanako (Fan i in., 2020;
Kadwell i in., 2001).

Fot. 2. Nowo narodzone cria w$rdd stada, Gospodarstwo Jeziorkowo (fot. J. Jeziorska)
Photo 2. Newborn cria among the herd, Jeziorkowo farm (photo: J. Jeziorska)

Hodowlaalpak w Polscerozpoczetasie w2004
r. (Podbielska i Pidrkowska, 2022 b; Markowska-
Daniel i in., 2018). Zwierzgta te sa cenione ze wzgledu
na jako§¢ widkna, ktore jest wykorzystywane do
produkcji wyroboéw luksusowych (Podbielska i in.,
2021 a; Radzik-Rant i in., 2021). Alpaki ze wzgledu
na swoje tagodne usposobienie i tatwe nawigzywanie

kontaktu z cztowiekiem sg czesto wykorzystywane
do alpakoterapii (Krajewska-Wedzina i in., 2020).
Obecnie istniejag dwa Zwigzki zrzeszajace hodowcow
tych zwierzat w Polsce: Polski Zwigzek Hodowcow
Alpak w Warszawie oraz Stowarzyszenie Hodowcow
Alpak i Lam w Nowej Hucie (Krajewska-Wedzina
iin., 2020).
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Fot. 3. Alpaki przy pasniku, Gospodarstwo Jeziorkowo (fot. J. Jeziorska)
Photo 3. Alpacas at the feeder, Jeziorkowo farm (photo: J. Jeziorska)

Fot. 4. Alpaki na pastwisku, hodowla Coniraya (fot. Hodowla Coniraya)
Photo 4. Alpacas in the pasture, Coniraya farm (photo. Coniraya farm)
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Szacunkowa liczba alpak hodowanych
w Polsce wynosi od 2000 (Krajewska-Wedzina
1 in., 2020) do okoto 5000 osobnikéw (Czaplic-
ki i in., 2018), jednak doktadna liczebnos¢ tych
zwierzat w naszym kraju nadal nie jest znana. Od
stycznia 2023 r. weszla w Zycie ustawa o syste-
mie identyfikacji i rejestracji zwierzat. Pozwoli
ona na monitorowanie polskiej populacji alpak.
Alpaki sg importowane z roznych krajow, jednak
ze wzgledu na wysokie restrykcje zwigzane z eks-

portem tych zwierzat najwigcej pochodzi z Chile
1 Wielkiej Brytanii.

Istnieje nieco btedne przekonanie, ze al-
paki sa tatwe w utrzymaniu i nie maja wygoro-
wanych potrzeb w zakresie zywienia i utrzymania.
Jeszcze dekade temu byly uwazane w Polsce za
egzotyczne. W tym czasie wiedza hodowcow 1 le-
karzy weterynarii znacznie si¢ poszerzyla, co wy-
magato duzej determinacji i zaangazowania ze stro-
ny srodowiska zajmujacego si¢ tymi zwierzgtami.

Fot. 5. Alpaki na tgce, Hodowla Alpakus (fot. Hodowla Alpakus)
Photo 5. Alpacas in the meadow, Alpakus farm (photo: Alpakus farm)

23 stycznia 2021 r. weszta w zycie Usta-
wa o organizacji hodowli i rozrodzie zwierzgt
gospodarskich (Dz. U. 2021, poz. 36), zgodnie
z ktorg lista zwierzat gospodarskich zostata roz-
szerzona o gatunek Vicugna pacos, aby umozliwic¢
prowadzenie hodowli alpak w sposob wlasciwy
dla zwierzat gospodarskich (Podbielska i Radko,
2020; Podbielska i in., 2021 a). Rozpoczeto tez
prowadzenie ksiag hodowlanych dla tego ga-
tunku przez Stowarzyszenie Hodowcow Alpak
i Lam. Wazng kwestia w przypadku wpisywania
konkretnych osobnikow do ksigg hodowlanych
jest przeprowadzanie identyfikacji osobniczej
i kontroli pochodzenia zwierzat. Analizy z udzia-
tfem DNA pozwalaja na weryfikacje potomstwa

pochodzacego po wskazanych rodzicach, jak
i zapobiegaja ewentualnym pomytkom i zafatszo-
waniom rodowoddw (Podbielska i Radko, 2020).
Wysokie kompetencje laboratorium w profilowa-
niu DNA zapewniajg regularne Migdzynarodowe
Testy Biegtosci (ang. ISAG International Compa-
rison Test) organizowane przez Migdzynarodowe
Towarzystwo Genetyki Zwierzat (ISAG; ang. In-
ternational Society for Animal Genetics) co dwa
lata, a udzial w nich zapewnia stosowanie stan-
daryzowanej nomenklatury w profilowaniu DNA
(Podbielska i in., 2021 b).

Celem pracy bylo przygotowanie 22 uni-
katowych genotypow, rozestanych nastgpnie do
uczestnikow Alpaca/Llama Comparison Test.
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Dwa sposrod 22 genotypow miaty ustalony profil
DNA i stuzyty jako probki referencyjne. Dodatkowo,

wszystkie probki poddano analizom bioinformatycz-
nym w celu okreslenia ich réznorodnosci genetycznej.

Fot. 6. Cria z matka, Hodowla Alpakus (fot. Hodowla Alpakus)
Photo 6. Cria with her mother, Alpakus farm (photo. Alpakus farm)

Material i metody

Materiatl biologiczny w postaci krwi
zostal pobrany do probowek z EDTA przez le-
karzy weterynarii podczas rutynowych badan
w hodowli. Zebrano losowo wybrane 22 préb-
ki od réznych alpak i lam, zarowno samic jak
i samcoOw. Pochodzily one z trzech hodowli:
AlpaWet — Lecznicy Weterynaryjnej w Jablon-
nej, Hodowli Coniraya w Sieborowicach oraz
Gospodarstwa Jeziorkowo w Krakowie. Uzy-
skano probki od 5 lam i 17 alpak. Spis zwierzat
przedstawiono w tabeli 1. Przypisanie konkret-
nej probki do hodowli zostalo objete tajemnica.

Kazda probke opisano numerami od
ACT1 do ACT22 w losowej kolejnosci. Geno-
mowy DNA zostal wyizolowany komercyjnym
kitem Sherlock AX Kit (A&A Biotechnology)
zgodnie z protokotem dostarczonym przez pro-

ducenta. Kazda probke izolowano w kilkunastu
powtorzeniach, po czym DNA dla kazdej proby
zebrano do jednej zbiorczej probowki, oddziel-
nie dla kazdego osobnika. Spulowanie DNA
dato gwarancje, ze kazde laboratorium dostanie
izolat DNA o tej samej jakosci. Stezenie 1 jakos$¢
DNA oceniono przy uzyciu spektrofotometru
NanoDrop (Thermo Fisher Scientific), po czym
znormalizowano do 50 ng/ul.

DNA amplifikowano przy uzyciu 14
markerow mikrosatelitarnych: LCA19, LCA65,
LCA66, YWLL44, LCAS, LCA99, LCAS6,
LGUS50, LCAS8, LCA37, LCA94, LGUA49,
YWLL40, YWLL29 zalecanych przez ISAG.
Metodyke przeprowadzono zgodnie z procedu-
ra opisang we wczesniejszych badaniach w ta-
beli 1 oraz rozdziale Material i metody (Pod-
bielska i in., 2021 a). Rozdziat zamplifikowa-
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nych fragmentéw STR przeprowadzono z wy-
korzystaniem sekwenatora 3500x1 (Applied
Biosystems), a gotowe odczyty zgenotypowa-
no w programie GeneMapper v. 5.0 (Applied
Biosystems). Sposrod 22 genotypow wybrano
dwie najbardziej heterozygotyczne probki jako

referencyjne, czyli o znanym genotypie. Ge-
notypy te zostaty ustalone przez Laboratorium
Genetyki Molekularnej i dostarczone wszyst-
kim uczestnikom. Pozostate 20 genotypow
miato zosta¢ ustalone przez bioracych udziat
w ramach Testu Bieglosci.

Tabela 1. Spis probek objetych badaniem
Table 1. List of samples included in the study

Nr probki Gatunek Pte¢
No. of sample Species Sex

ACT1 alpaka samica
ACT2 alpaka samica
ACT3 alpaka samica
ACT4 alpaka samica
ACTS alpaka samica
ACT6 alpaka samica
ACT7 alpaka samica
ACTS alpaka samica
ACT9 lama samica
ACTI10 alpaka samiec
ACTI11 alpaka samica
ACTI12 alpaka samiec
ACTI13 alpaka samica
ACT14 alpaka samica
ACTIS5 alpaka samiec
ACTI16 lama samica
ACT17 lama samica
ACT18 alpaka samica
ACT19 alpaka samiec
ACT20 lama samiec
ACT21 lama samiec
ACT22 alpaka samiec
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Fot. 7. Zespot laboratoryjny w pokoju elektroforezy kapilarnej (od lewej: M. Domagata, J. Wotkowicz,
A. Masior), Laboratorium Genetyki Molekularnej IZ PIB (fot. K. Zygmunt i M. Jankowska)
Photo 7. Laboratory team in the capillary electrophoresis room (from the left: M. Domagala, J. Wotkowicz,
A. Mgsior), NRIAP Laboratory of Molecular Genetics (photo: K. Zygmunt and M. Jankowska)

20 grudnia 2022 r. 11 zestawow zostalo roze-
stanych do 11 uczestniczacych w tescie labora-
toriow z Ameryki Péinocnej i Potudniowej, Au-
stralii 1 Nowej Zelandii, Europy i1 Azji, zgodnie
z formularzem zgloszeniowym dostarczonym
przez ISAG FASS - organizacj¢ odpowiedzialng
za przetwarzanie danych oraz wyniki obliczen
zwigzanych z uczestnictwem w Testach Bieglo-
Sci. Kazdg probke zabezpieczono parafilmem la-
boratoryjnym, uniemozliwiajac jej odparowanie
w trakcie transportu.

Dodatkowo, w Laboratorium Genety-
ki Molekularnej, po ustaleniu profili DNA dla
wszystkich zwierzat, oceniono probki rowniez pod

katem genetyki populacyjnej. Frekwencje wyste-
powania konkretnych alleli w kazdym z badanych
markeréw przeprowadzono przy uzyciu opro-
gramowania GenAlEx (Peakall i Smouse, 20006,
2012). Dendrogram odlegtosci genetycznej Nei
(Nei, 1972) skonstruowano metodg UPGMA (Gar-
cia-Vallvé i in., 1999). Drzewo zostato zwizualizo-
wane za pomocg programu The Interactive Tree Of
Life iTOL v6 (Letunic i Bork, 2019, 2021).

Wyniki i ich oméwienie

Otrzymano pelne profile DNA dla 22
prob. Przyktadowy profil DNA przedstawiono na
rycinie 1.
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Rycina 1. Profil DNA alpaki
Figure 1. Alpaca DNA profile

Fot. 8. Stado alpak, hodowla Alpakus (fot. Hodowla Alpakus)
Photo 8. Herd of alpacas, Alpakus farm (photo: Alpakus farm)
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Frekwencje wystepowania poszczegolnychalleli w analizowanych markerach mikrosatelitarnych
wsrod przebadanych zwierzat zaprezentowano na rycinie 2.

Rycina 2. Frekwencja alleli wérod 14 markeréw mikrosatelitarnych
Figure 2. Allele frequencies among 14 microsatellite markers
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22 wybrane zwierzeta charakteryzowaty
si¢ duzg réznorodnoscia alleli, co wskazuje, ze
zostaly dobrze wybrane do Alpaca/Llama Compa-
rison Test. Pomimo losowo wybranych i niespo-
krewnionych ze soba zwierzat, frekwencja wy-
stepowania alleli w danym /ocus znacznie rdznita
si¢ od siebie. Na czgsto$¢ wystepowania alleli ma
wplyw kilka czynnikéw, migdzy innymi wielko$¢
populacji, losowe kojarzenie si¢ osobnikow, brak
mutacji i migracji oraz brak selekcji (Kania-Gier-

dziewicz, 2006). Zatozenia te sg zgodne z prawem
Hardy’ego i Weinberga, jednakze w rzeczywisto-
$ci zadna z populacji nie odpowiada zalozeniom
tego prawa (Gerc i Tarnowska, 2014). Alpaki jako
zwierzgta hodowlane podlegaja selekcji, sa kupo-
wane, jak i sprzedawane do innych hodowli, a ich
kojarzenie nie jest przypadkowe.

Najbardziej polimorficzny okazal si¢
marker LCA37, natomiast najmniej alleli odnoto-
wano dla YWLLA40 (tabela 2).

Tabela 2. 110s¢ alleli wykrytych w populacji oraz liczba alleli efektywnych w kazdym loci

Table 2. Number of alleles detected in the population and the number of effective alleles at each locus

Locus Liczba alleli Efektywna liczba alleli
No. of alleles Effective number of alleles
LCA19 8,000 2,674
LCAG65 8,000 6,453
LCA66 12,000 5,042
YWLL44 11,000 7,224
LCAS 8,000 5,068
LCA99 9,000 6,205
LCA56 10,000 5,694
LGUS0 6,000 3,857
LCAS8 9,000 7,014
LCA37 13,000 7,683
LCAY%4 7,000 4,523
LGU49 10,000 7,934
YWLLA40 5,000 2,822
YWLL29 9,000 2,205

Co cieckawe, najwicksza efektywna liczba
alleli charakteryzowat si¢ marker LGU49, nato-
miast najmniejsza YWLL29. Pomimo zanalizo-
wanych 22 prébek otrzymano stosunkowo wyso-
ka liczbe alleli z calej badanej puli genetycznej,
jak i alleli efektywnych. Wyniki te byly analo-
giczne do otrzymanych w oparciu o markery STR
z wykorzystaniem innej, znacznie wigkszej po-
pulacji (Podbielska i in., 2021 a). Nalezy jednak
zaznaczy¢, ze w przytoczonych badaniach wyko-
rzystano jedynie alpaki, natomiast w niniejszym
badaniu, przeprowadzonym w celu okreslenia pa-

rametroOw réznorodnosci przebadanych zwierzat,
pule badanych osobnikow stanowito 17 alpak i 5
lam. Efektywna liczebno$¢ populacji wskazuje
tempo narastania inbredu w populacji badanej
w stosunku do populacji bedacej w rownowadze
genetycznej (Kania-Gierdziewicz, 2006), a co za
tym idzie otrzymane wyniki nie wskazywaty, aby
zwierzeta byly narazone na inbred.

Niemniej jednak, zaréwno alpaki, jak
i lamy cechuje duza réznorodnos$¢ genetyczna,
a wykorzystywane do jej szacowania markery
genetyczne charakteryzujg si¢ duza polimorficz-
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no$cig. W badaniach z udziatem alpak z Boliwii
(Barreta i in., 2012) odnotowano wysokie bogac-
two alleli, podobnie jak u boliwijskich lam (Barre-
taiin., 2013 a; Echalar i in., 2020). Peruwianskie
lamy rowniez charakteryzowaty sie wysoka rozno-
rodnos$cia genetyczng (Paredes i in., 2020), podob-
nie jak peruwianskie alpaki (Moron i in., 2020).

Efektywna liczba alleli uwzglednia czestosé, z kto-
ra wystepuja dane allele. Na podstawie czgstosci
wystepowania konkretnych alleli mozna konstru-
owac dendrogramy odleglosci genetycznych.

Na podstawie otrzymanych 22 profili
DNA sporzadzono dendrogram odlegtosci gene-
tycznych (rycina 3).
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Rycina 3. Dendrogram odleglosci genetycznej pomigdzy wszystkimi osobnikami wedtug algorytmu UPGMA
Figure 3. Dendrogram of the genetic distance between all individuals according to the UPGMA algorithm

Otrzymano dwa gtowneklady genetyczne,
ktore kolejno dzielity si¢ na subklady. Co ciekawe,
klady nie podzielity si¢ zgodnie z przynaleznos$cia
fenotypowa zwierzat. Alpaki i
wspolne markery mikrosatelitarne (Lang 1 in.,
1996; Penedo i in., 1999), pomimo to markery te
umozliwiaja dobre rozrdznienie gatunkowe tych
zwierzat w przypadku, gdy mamy do czynienia
z osobnikami czysto rasowymi (Podbielska i in.,
2021 a). Niestety, podbdj Ameryki Potudniowej
przez Hiszpanie, ktory mial miejsce w XVI w.,
spowodowal masowa hybrydyzacj¢ alpak i lam
hodowanych uprzednio w czystoscirasy (Wheeler,
2012; Wheeler i in., 1992, 1995). Dowiedziono,

lamy maja

ze mimo zastosowania konkretnych programéw
hodowlanych, alpaki i lamy wcigz genetycznie
nie rozdzielity si¢ od siebie i do dzisiaj wystepuja
alpaki z domieszkg lamy, jak i lamy z domieszkg
alpaki. Fakt ten zostal potwierdzony zaréwno
badaniami mikrosatelitarnego DNA (Echalar
1 in., 2020; Echalar 1 Barreta, 2022; Podbielska
iin., 2021 a; Varas i in., 2020), jak i z udzialem
mitochondrialnego DNA (Barreta i in., 2013 b;
Marin 1 in., 2017; Podbielska i Piorkowska, 2022
a,b), a nawet chromosomu Y (Marin i in., 2017).

Organizacja mi¢dzynarodowych testow
bieglosci zwigksza rozpoznawalno$¢ Instytutu
Zootechniki, jak i polskich hodowli na arenie
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miedzynarodowej (Podbielska i in., 2021 b).
Udziat w testach biegtosci pozwala na uzyskanie
migdzynarodowej, standaryzowanej nomenklatu-
ry alleli, a tym samym uzyskiwanie profili DNA,
ktore beda wazne na catym $wiecie, we wszyst-
kich innych standaryzowanych laboratoriach. Co
za tym idzie, umozliwia to sprzedaz badz mig-
dzynarodowa wymiang zwierzat, a raz wykonany
profil DNA jest wazny przez cate zycie zwierze-

cia i moze zosta¢ w przyszlosci wykorzystany do
analizy genotypu jego potomstwa.

Jest zatem bardzo wazne utrzymanie cia-
glosci standaryzacji, a takze biegtosci w profilo-
waniu DNA. W tescie ACT Laboratorium Ge-
netyki Molekularnej IZ PIB uzyskalo 1. range
w profilowaniu DNA alpak i lam otrzymujqc cer-
tyfikat bieglosci (rycina 4). Dowodzi to wysokich
kompetencji laboratorium.

Certificate of Participation

Figure 4. Certificate of participation and confirmation of the highest competences in the International Llama/

This is to certify that ISAG Institutional Member

Laboratory of Molecular Genetics, National Research Institute of Animal Production
Balice, Polska

has participated in the
2022-2023 International Llama/Alpaca (Lama glamo/Vicugna pacos) STR DNA Typing Comparison Test
with the following result:

Absolute genotyping accuracy rank: 1
Total number of participating labs: 10

Absolute genotyping Accuracy THE SCORING SYSTEM:
Based on the fourteen (14) ISAG recommended Alpaca/Llama STR DNA Markers
Rank % Labs (LCAS, LCAB, LCA19, LCA37, LCAS6, LCAB5, LCAG6, LCAS4, LCA99, LGU4S,
LGUS0, YWLL29, YWLLA40, YWLL44)
1:100% - 98% 80
2:97.9% - 95% 0 Absolute genotyping accuracy (Aga): (Nga - Gea) / Nga (as percentage)
= considers the total number of discrepancies, that is genotyping erors and “blanks”
3:94.9% - 90% 20 (no genotype reported)
-39 99, o
4:59.9% 2 80% 4 Nga: total number of expected genotypes (reference samples not included)
5: Below 80% 0 Gea: total number of genotype errors, including blanks
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Podsumowanie i wnioski

Organizacja Testow Bieglo$ci we wspot-
pracy z ISAG zapewnia rozpoznawalnos$¢ Insty-
tutu Zootechniki Panstwowego Instytutu Badaw-
czego, jak i polskich hodowli alpak na arenie
migdzynarodowej. Miedzynarodowo-standary-
zowana nomenklatura gwarantuje, ze otrzymane
profile DNA mogg by¢ pordéwnywane na calym
$wiecie w laboratoriach, ktore rowniez posiada-
ja takg standaryzacje. Wytypowane 22 probki,

ktore postuzyty do przeprowadzenia migdzyna-
rodowego testu bieglosci, charakteryzowaty si¢
duza roznorodnos$cig alleli, ktore wystepowaly
z 16zng frekwencjg. Badania te potwierdzily, ze
alpaki i lamy utrzymywane w Polsce cechuje
duza réznorodno$¢ genetyczna. Dodatkowo za-
obserwowano rowniez, ze niektore alpaki posia-
daty domieszke genotypu lam, a lamy — alpak, co
dowodzi, ze genomy tych zwierzat wcigz nie sg
rozdzielone genetycznie.
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ORGANIZATION OF THE 2022/2023 INTERNATIONAL LLAMA/ALPACA STR DNA TYPING
COMPARISON TEST

Summary

Alpacas (Vicugna pacos) belong to the South American camelids, native to the Altiplano region in the
Andes. Alpaca breeding is also popular outside South American countries. In Poland, alpacas have been bred
since 2004, and since 2021 they have been recognized as farm animals. An important aspect of animal breeding is
conducting DNA profiling, which ensures parentage testing. High competence in DNA profiling is guaranteed by
participation in proficiency tests organized by the International Society for Animal Genetics (ISAG). Such tests
are organized every two years in collaboration with one of the participating laboratories. In the years 2022/2023,
the organizer of the Alpaca/Llama Comparison Test was the National Research Institute of Animal Production in
Balice. Twenty-two random samples from three farms were prepared and sent to all test participants. The samples
were amplified using the multiplex PCR method, followed by STR separation using a capillary sequencer. The
completed readings were genotyped, and the established DNA profiles were subjected to bioinformatics analysis.
The selected DNA profiles were characterized by high genetic diversity, and the prepared DNA isolates were used
to obtain standardized nomenclature by 12 laboratories.
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