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1.2

Genetyka molekularna

Wprowadzenie

Postepy w biologii molekularnej dostarczajg nowych informacji, ktore mozna zastosowac
w produkcji zwierzecej. Z jednej strony wykorzystanie informacji na poziomie molekularnym
moze przyczyni¢ si¢ do wzmocnienia zaufania konsumentéw do zdolnosci monitorowania
I kontrolowania procesu produkcji zwierzgcej. Z drugiej strony informacja molekularna
znakomicie przyczyni si¢ do osiggni¢cia genetycznego doskonalenia cech zwierzat poprzez
zastosowanie genomowych wartosci hodowlanych, selekcji wspomaganej markerami,
introgresji genéw, szacowania heterozji i prawidtowej kontroli/przewidywania pochodzenia
oraz statusu przenoszenia wad genetycznych. W wickszosci przypadkow korzysci
wykorzystywania informacji na poziomie molekularnym za posrednictwem ocen
genomowych wynikajg z poprawienia doktadnosci, skrocenia odstgpu migdzypokoleniowego
oraz zwigkszenia intensywnosci selekcji. Mimo tych korzysci wcigz jednak istnieje potrzeba
badan i doskonalenia w poszukiwaniu powigzan pomiedzy markerami genetycznymi
acechami budzacymi zainteresowanie, zwlaszcza ze nowe cechy sa uwzgledniane
w krajowych indeksach oceny. Dodatkowo, nawet przy obecnym wlaczaniu informacji
genomowych do krajowych systemow selekcji, konieczne jest rozumienie dzialania genu,
interakcji genu oraz rdéznych ekspresji genu aby zapobiec rownoleglym wplywom
negatywnym. Konieczna jest wspoOlpraca miedzy producentami zwierzat a instytucjami
badawczymi w celu pomyslnego i korzystnego poszukiwania informacji genetycznej

w komercyjnych populacjach zwierzat hodowlanych.

Markery genetyczne

Markery genetyczne sa podstawowymi narz¢dziami molekularnymi dla genomiki, nawet jesli
zmienil si¢ rodzaj uzywanego markera. Pierwsze powigzania markerow genetycznych
u zwierzat hodowlanych opisywano za pomocg 0znaczania grup krwi w latach 60. XX wieku,
technologia ta nastgpnie zmienita si¢ na mikrosatelity (MS) w latach 90. XX wieku, a ostatnio
na zastosowanie polimorfizmu pojedynczego nukleotydu (SNP). SNP i MS
sg polimorficznymi sekwencjami DNA (allelami) w okreslonym locus okreslonego

chromosomul.



1.3

1.2.1 Mikrosatelity

Sa to sekwencje DNA zawierajace powtorzenia tandemowe prostych wzorow zazwyczaj
dimerow 1 trimeréw. Sekwencje te sg usytuowane w calym genomie i zwykle w rejonach
nieckodowania. Z biegiem czasu regiony te podlegaja dodaniu lub odjeciu powtorzen
tandemowych, co oznacza, ze kazdy mikrosatelita moze mie¢ od 2 do ponad
15 niepowtarzalnych alleli. Mikrosatelity sg powszechnie stosowane w wielu gatunkach

zwierzat gospodarskich do weryfikacji pochodzenia.

1.2.2 Polimorfizm Pojedynczego Nukleotydu (Single Nucleotide Polymorphism - SNP)

SNP sa najczgstszym rodzajem zmiennosci genetycznej: kazdy SNP reprezentuje zmiang
pojedynczego nukleotydu. W calym genomie kazdego gatunkow zwierzat hodowlanych
wystepuje mnostwo SNP. Dla celéw genomiki, najbardziej informacyjny SNP tradycyjnie
znajduje si¢ w (a) regionach kodujacych, w ktorych rozne allele zmieniaja strukture lub
funkcje kodowanego biatka, lub (b) w niekodujacych regionach, ktore biorg udziat w funkcji
regulacyjnej genu. W przypadku genomowych wartosci hodowlanych SNP znajdujace si¢
w innych regionach genomu, maja réwniez charakter informacyjny, poniewaz moga by¢

W nieréwnowadze powigzan z allelami, ktére powodujg zmiang fenotypu.

Jedng z najwigkszych zalet SNP jest ich rozmieszczenie na macierzach SNP o duzej zdolnosci
przetwarzania roéwnolegtego, w ktorych tysigce lub setki tysiecy SNP moga by¢ sprawdzane
razem dla duzej liczby zwierzat w sposob efektywny kosztowo i wydajny. Obecnie
najwigksze laboratoria genotypowania zwierzat gospodarskich moga przetwarza¢ na takich
macierzach ponad 100 000 zwierzat rocznie. Dostepnos¢ tych duzych paneli SNP wzmacnia
zatem poszukiwanie mutacji lezacych u podstaw zmiennosci genetycznej dla cech prostych
I ztozonych. To takze rewolucjonizuje szybko$¢, z jaka odkrywane sg cechy zwigzane z

genami lub regionami gendw, a takze tempo przyjmowania strategii selekcji genomowe;.

Definicje i terminologia
Tabela 1 zawiera krotki przeglad termindw stosowanych w odniesieniu do genetyki

molekularnej, genomiki i / lub analizy pochodzenia.



Tabela 1. Terminy stosowane w odniesieniu do genetyki molekularnej, genomiki i / lub

analizy pochodzenia.
Termin Definicja
Potwierdzenie  Proces, w ktorym markery genomu sg wykorzystywane do okreslenia, czy

identyfikacji probka tkanki moze by¢ wykluczona jako pochodzaca od okreslonego

zwierzat zwierzecia.

Genomika Zakres technologii, ktore identyfikuja genetyczna charakterystyke
zwierzecia na poziomie gendéw oraz sekwencje DNA genomu zwierzecia.

Haplotyp Grupa genetycznych alleli markerowych, ktore sa dziedziczone razem od
jednego rodzica. Markery genetyczne znajduja sie na tym samym
chromosomie i zwykle zawieraja okre$lona dlugo$¢ odcinka na tym
chromosomie.

Akredytacja Uznanie przez ICAR, ze organizacja dostarczyla wystarczajacych dowodow

ICAR na to, ze postepuje zgodnie z wytycznymi ICAR.

Imputacja Proces wypekiania brakujgcych genotypow zwierzecia w oparciu o jego
rodowod i inne markery genetyczne. Zwykle stosowany do imputacji SNP i
/ lub mikrosatelitow z SNP.

MAF (Minor allele frequency) Mniejsza czestotliwos$¢ alleli.

Przewidywanie Proces, w ktorym haplotypy odziedziczone od matki s uzywane do

matka-dziadek

przewidywania najbardziej prawdopodobnego ojca matki.

Microsatellita ~ Segment DNA zawierajacy tandemowe powto6rzenia prostych motywow
zwykle zawiera dimery lub trimery. Nazywany réwniez STR: short-
tandem-repeat.

Analiza Ogolna analiza genotypow w odniesieniu do pochodzenia i moze

pochodzenia obejmowa¢ weryfikacje rodzicow, odkrywanie rodzicow oraz
przewidywanie dziadka ze strony matki.

Znajdowanie Proces, w ktérym pewna liczba potencjalnych rodzicow, zazwyczaj pleci

rodzicow meskiej, ale takze prawdopodobnych plci zenskiej, jest badana i w oparciu
o dopasowane genotypy zredukowana do najbardziej prawdopodobnego
reproduktora i / lub matki.

Weryfikacja Proces, w ktorym genotypy zarejestrowanych rodzicéw (ojca i / lub matki)

pochodzenia zwierzecia sg badane w stosunku do genotypu zwierzecia w celu ustalenia,
czy jedno lub oboje sa wykluczeni jako rodzic(-e).

QTL (Quantitative Trait Loci). Locus cechy iloSciowej. Region genomu, ktory
ma wplyw na cechy ilo$ciowe, takie jak wzrost. Region ten moze mie¢ maty
wplyw, <0,01% lub duzy wplyw, > 5% na fenotyp. Cecha iloSciowa bedzie
miala wiele QTL rozlozonych na genomie.

Weryfikacja Tak samo jak weryfikacja pochodzenia, ale w oparciu o branego pod uwage

ojca zarejestrowanego ojca.




SNP (Single nucleotide polymorphism) Polimorfizm pojedynczego nukleotydu:
zmiana pojedynczej zasady w sekwencji DNA.

1.4 Obecnei potencjalne zastosowania technologii DNA

1.4.1 Weryfikacja pochodzenia i ustalanie pochodzenia

Przed pojawieniem si¢ genotypowania SNP, weryfikacja pochodzenia byta glownym
komercyjnym zastosowaniem markerow genetycznych. Tradycyjnie badanie pochodzenia
opierato si¢ na wykluczeniu pokrewienstwa (tj. ojca lub matki), gdy zwierz¢ ma genotyp
niespdjny z domniemanym pokrewienstwem. W odpowiedzi na ograniczenia srodowiskowe
i produkcyjne, nowe trendy w systemach produkcji zwierzgciej majg tendencje do zachecania
do wigkszej produkcji w przeliczeniu na gospodarstwo. W tych duzych zbiorowosciach wiele
zwierzat moze by¢ kojarzonych lub rodzi¢ w tym samym dniu, co moze skutkowaé¢ wicksza
liczba btedéw zapisow rodowodowych. Poniewaz koszt analiz spada a liczba dostepnych
markeréw genetycznych wzrasta, zwigzki hodowcéw beda zdolne do tworzenia zapisow
na temat pochodzenia przy zastosowaniu markerOw genetycznych aby modc przewidzie¢
pochodzenie cielat urodzonych w stadzie w danym okresie. Zazwyczaj wymaga
to wczesniejszej znajomosci kandydatdow na ojcéw 1 matki cielgcia, gdy uzywana jest
mniejsza liczba (<200) markerow, ale przy wystarczajacej liczbie SNP mozna przewidzie¢
wlasciwych rodzicow bez wczesniejszej wiedzy, o ile rodzic jest rdwniez genotypowany.
Prawdopodobienstwo przyporzadkowania do odpowiedniej pary zwierzat bedzie zalezato
od ilosci alleli w locus, czestotliwo$ci wystepowania alleli w populacji, liczby rodzicow
i liczby mozliwych kojarzen. W tym celu International Society of Animal Genetics

(http://www.isag.org.uk) okreslito panel markerow, do ktorego mozna dotrzeé

za posrednictwem linka takiego jak dostarczony w Zatgczniku 1 ,,Link do markerow SNP
rekomendowanych przez ISAG do weryfikacji pochodzenia”. W przypadku bydta ICAR
opracowal zestaw rodzicielskich SNP, ICARS554, ktory zawiera panel zalecany przez ISAG
oraz inne wysoce informacyjne SNP. Panel ten pozwala na bardzo doktadne sprawdzanie
I znajdowanie danych rodzicow, ale jednoczes$nie nie pozwala na doktadne przypisanie dla
wiekszej gestosci. W zwiagzku z tym panel ICARS554 moze by¢ dzielony miedzy krajami
I konkurentami w celu analizy pochodzenia bez obawy, ze inni beda mogli wykorzystaé je do
przewidywania genomowych wartosci hodowlanych. ICAR i Centrum Interbull wspotpracuja

przy oferowaniu mig¢dzynarodowej ustlugi wymiany genotypow, okreslanej jako GenoEx,


http://www.isag.org.uk/

ktora jest opisana bardziej szczegotowo w rozdziale 5, zwlaszcza w odniesieniu do wymiany

genotypow SNP do celow analizy pochodzenia.

1.4.2 Identyfikowalno$¢ i uwierzytelnianie produktow zwierzecych oferowanych
konsumentom
Z powodu wielu kryzyséw, w tym epidemii BSE, az po wolowe migso mielone z udziatem
migsa konskiego, a takze ze wzgledu na rosngce zainteresowanie konsumentéw tym, zeby ich
zywno$¢ pochodzita z identyfikowalnych produktow migsnych, stanowi to wigkszy problem
dla przemystu. ldentyfikowalno$¢ opiera si¢ na mozliwosci weryfikacji i systemie kontroli,
ktoére monitoruja wszelkie elementy majace znaczenie w calym procesie produkcji produktow
zwierzecych. Poniewaz sekwencja genetyczna osobnika jest niepowtarzalna i nie ulega
zmianie, jego DNA pozostaje niezmienne od "poczgcia do konsumpcji". Dlatego
wykorzystanie markerow genetycznych pozwala dopasowa¢ DNA osobnika od momentu

narodzin do produktu koncowego.

Markery genetyczne sa/lub begdg bardzo uzyteczne do potwierdzenia autentycznoSci
produktow zwierzecych stuzac do oznakowania jakosci, odnoszace si¢ do miejsca
pochodzenia oraz oznakowania odnoszacego si¢ do specyficznej rasy lub jej krzyzowek.
Jednakze wymaga to ustalenia standardow molekularnych lub czestotliwosci alleli dla kazdej
rasy. Duzo informacji pochodzi z badah nad zrdéznicowaniem genetycznym pomig¢dzy rasami.
Szczegdlnie interesujace sg geny podlegajace intensywnej selekcji w kazdej populacji. Dzigki
wystarczajagco duzemu zestawowi SNP 1 genotypowanych czystorasowych zwierzat
referencyjnych, mozliwe jest rowniez przewidzenie najbardziej prawdopodobnego sktadu

rasy osobnikow.

1.4.3 Molekularna informacja genetyczna na potrzeby programéw selekcji wspomagane;j
markerami

Cechy ilosciowe uznaje si¢ generalnie za kontrolowane przez duzg liczbg gendéw. Jednak
poszczegblne geny bywaja przyczyng znacznej czgSci zmiennos$ci cechy. Tak jest
w przypadku genu miostatyny i podwdjnego umigsnienia u bydla migsnego, genu DGATI
i sktadnikow mleka u bydta mlecznego lub genu ptodnosci Booroola i wskaznika owulacji
u owiec. Poniewaz genotyp zwierzecia nie zmienia si¢ w trakcie jego Zycia, to wykorzystanie
informacji dotyczacej DNA przez identyfikacje markeréw powiazanych z QTL-ami (locus
cechy ilosciowej) wpltywajacymi na cechy produkcyjne lub identyfikacje samego genu
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przyniesie duze korzy$ci w najblizszej przyszitosci. Niemniej jednak, jesli cechy staja si¢
bardziej ztozone, wzrasta potrzeba posiadania odpowiednio duzego zestawu markeréw w celu
wlaczenia informacji molekularnej do procesu podejmowania decyzji w procesie selekcji.
Wiaczenie informacji molekularnej jako kryterium selekcji jest szczegolnie korzystne dla
cech, ktore sa trudne i kosztowne do zmierzenia i/lub sg mierzone w podzniejszym okresie
zycia zwierzecia. Do 2018 r. zidentyfikowano > 116 000 QTL u bydta, > 10 000 u kurczat,
> 28 000 u $win 1> 2000 u owiec, ktore wigza si¢ z cechami waznymi gospodarczo, takimi
jak zdrowie, wyreby, mleko, ptodnos¢ i budowa ciata. Baza danych AnimalQTLdb znajdujaca
si¢ w National Animal Genome Research Program zawiera aktualne dane na temat danych

QTL dotyczacych bydta, drobiu, koni, §win, pstragéw i1 owiec, zebranych z opublikowanych
danych.

Programy oceny uzytkowos$ci gromadzity informacje dotyczace najczesciej spotykanych cech
produkcyjnych mierzonych u zwierzat gospodarskich. Coraz wigcej informacji staje sie¢
dostepnych, ale dla niektorych cech, takich jak jako$¢ migsa, odporno$¢ na choroby
I wydajnos¢ paszy, prowadzenie tych ocen jest bardzo kosztowne, trudne do uzyskania lub
wykonywane w poéznym stadium zycia zwierzecia. Z powodu tych wyzwan informacje
o takich cechach sg zazwyczaj gromadzone dla ograniczonej liczby zwierzat w danej

populacji.

Dla tych trudnych, ale waznych ekonomicznie cech, markery genetyczne i selekcja
genomowa daja znaczne mozliwo$ci selekcji cech, ktore wczesniej nie byly mozliwe ze
wzgledow ekonomicznych. Ogoélnie rzecz bioragc, markery genetyczne i genomika beda
odgrywa¢ wazng role dla waznych cech, niezaleznie od gatunku zwierzat gospodarskich.
Genomika moze réwniez pozwoli¢ nam na zwigkszenie intensywnosci selekcji, poniewaz
mozemy przewidzie¢ wartosci hodowlane genomow dla duzej liczby zwierzat, a tym samym

mie¢ wiecej kandydatow do seleke;i.

1.4.4 Odpornos¢ na choroby i wady genetyczne

Inng grupa cech o duzym potencjale do wykorzystania danych molekularnych i genomiki sa
te zwigzane z odpornoscia, zywotnoscig 1 podatnos$cig na choroby. Istnieje wiele chordb
wieloczynnikowych lub ztozonych, ktore sa wynikiem interakcji migdzy genomem zwierzgcia
a komponentami srodowiskowymi. Cechy odpornosci na choroby naleza do najtrudniejszych

do wlaczenia do programow doskonalenia genetycznego, poniewaz wymagaja dobrego
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pomiaru polowego statusu chorobowego zwierzat oraz systematycznej kontroli zarzadzania
lub warunkéw $rodowiskowych, ktore pozwalaja na identyfikacje wpltywu czynnikéw
srodowiskowych. Choroby zakazne zalezg w duzym stopniu od czynnikéw srodowiskowych
takich jak stopien wystawienia na czynniki patogenne. Jednakze jesli ekspozycja jest niska,
zwierzeta beda wykazywaly mate zroznicowanie. Czes¢ rdznic fenotypowych dla odpornosci
mogg stanowi¢ réznice w stopniu zakazenia. Stad, jesli geny lub markery genetyczne
zwigzane z odpornoscig sg identyfikowane prawidtowo, begdzie mozna wyselekcjonowaé
odporne zwierzeta na podstawie ich informacji molekularnej. W przypadku wielu chordb
identyfikacja gendw  zwigzanych z opornoéciag bedzie wymaga¢  warunkéw
eksperymentalnych. Obecnie stosowana jest analiza genetyczna identyfikowania
heterozygotycznych nosicieli chordb genetycznych spowodowanych przez pojedyncze geny
recesywne. Przyklady u bydla mlecznego obejmuja ztozone znieksztalcenia kregow (CVM),
brachysping (BY), niedobdér cholesterolu (CD) i kilka gendéw, regiondw genow lub
haplotypéw powodujacych utrate zarodka lub martwego ptodu w réznych rasach mlecznych.
W 2018 r. OMIA (Online Mendelian Inheritance in Animals) wymienita >770 cech lub wad
genetycznych zwierzat gospodarskich ze znang mutacja przyczynowa (bydto: 150, owce: 50,
kury: 44, konie: 44). Wiaczenie tych przyczynowych alleli lub powigzanych haplotypow
do programu hodowlanego pozwoli producentom zminimalizowaé ryzyko wynikajace z wad
genetycznych przy jednoczesnym maksymalizowaniu postepu genetycznego wynikajacego

z korzystnych cech.
Aspekty techniczne

1.5.1 Pobieranie DNA

Systematyczne pobieranie DNA jest zalecane w poszczegdlnych populacjach zwierzat
gospodarskich. DNA mozna uzyska¢ z dowolnej komorki ciata zawierajacej jadro
komorkowe. Protokoty pobierania DNA sa obecnie dostgpne dla krwi (biate krwinki),
nasienia, §liny (komoérki nablonkowe), mieszkow wlosowych, migsni, skory, organow (takich
jak watroba, $ledziona itp.). Czerwone krwinki moga by¢ réwniez stosowane w przypadku
drobiu, poniewaz zatrzymuja one jadro, podczas gdy u wigkszosci innych gatunkow nie.
Do rutynowej analizy DNA potrzebne sg niewielkie ilosci materiatu tkankowego. Jednakze
jesli w przysztosci wykorzystanie DNA bedzie obejmowac uzycie go do wielu roznych celow

(sekwencjonowanie calego genomu, identyfikowalnos$¢, sprawcze zatwierdzanie alleli, ...)
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wowczas trzeba starannie sprawdzi¢ i zoptymalizowa¢ koszty przechowania, ekstrakcji,
jakosci i wydajnosci DNA. Powszechnie stosowane metody zbierania uwzgledniaja mieszki
wlosowe, probki tkanek (czgsto pochodzace z przebijania uszu) w zamknietym pojemniku,

plamy krwi na bibule filtracyjnej i wymazy z nosa.

1.5.2 Zbieranie danych

Scentralizowana baza danych moze by¢ zorganizowana w odniesieniu do gléwnych obszarow

wykorzystania informacji genetycznej:

a. Weryfikacja pochodzenia i/lub jego ustalenie
b. Sledzenie produktéw migsnych
c. Identyfikacja rasy zr6znicowanie rasy

d. Cechy jakosciowe i ilosciowe

Tabele bazy danych moga zawierac:

a. Identyfikacj¢ zwierzat w celu powigzania wszystkich innych informacji na temat
zwierzgcia i jego krewnych.

b. Liczbe markerow genetycznych: n

c. Standardowa nazwe kazdego markerai (dlai=1, n)

d. Numer dostgpu dla markera, taki jak identyfikator dbSNP

e. Allele dla merkera i

f. Genomowsa lokalizacj¢ markera i
Wplyw allelu niereferencyjnego na biatko
Fenotypowy wptyw allelu

i. Powigzanie z innymi cechami

1.5.3 Kontrola jakosci informacji genomowych

Jednym z najwazniejszych obowiazkow duzej bazy danych genomowych jest zapewnienie,
ze genotyp zwiazany z konkretnym zwierzeciem naprawde nalezy do tego zwierzgcia.
Wigkszos¢ duzych baz danych genomowych zwierzat gospodarskich zajmuje sie tylko
danymi SNP, wigc ta cze$¢ skupi si¢ na kontroli jakosci dla tego typu danych genomowych.
Potrzebne sg zar6wno sposoby kontroli jakosci probki jak i SNP, i1 zacheca si¢ do wezesnego
opracowania systemu dla nich. Zrodlem bledéw sa producenci, laboratorium i osrodki

sztucznego unasieniania.
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Zalecane srodki kontroli jakos$ci genetycznej obejmuja wyltaczenie genotypu gdy:

a.

Odsetek powigzan jest mniejszy niz 90%, poniewaz nizszy odsetek powigzan
wskazuje, ze doktadnos$¢ pozostalego genotypu moze by¢ watpliwa. Wspotczynnik
zgodnosci genotypdw wynosi <99%, gdy odsetki powigzan wynoszg ponizej 90%.
Wystepuje odchylenie od réwnowagi Hardy'ego-Weinberga (wylaczajac te, ktore
s $miertelne lub silnie wyselekcjonowane).

SNP stale ma >1% konfliktow rodzic-potomek, podczas gdy inne SNP nie.

Jesli czestotliwos¢ genotypu zwierzgcia (AA, AB, BB) wynosi <20%.

Jesli pojawig si¢ nieoczekiwane allele (np.: ATCG, gdy spodziewany jest AB).

Zalecane srodki kontroli jakosci zwierzat obejmujg odrzucanie genotypu, gdy:

a.

Przewidywana pte¢ z SNP zlokalizowana na chromosomie(ach) X i/ lub Y nie zgadza
si¢ z wymieniong plcig zwierzecia.

Genotyp jest w >99% identyczny z innym zwierzeciem, ktory nie jest jego
blizniakiem

Genotyp zwierzgcia jest <99% identyczny z jego poprzednim genotypem.

Przewidywana rasa r6zni si¢ od zgltoszonej / zapisanej rasy.

Dla celow standaryzacji w odniesieniu do nomenklatury genéw lub loci, strona internetowa

jest dostepna pod adresem: https://www.genenames.org/about/quidelines#genenames

a markeréw pod adresem: http://www.HGVS.org/varnomen.
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3.1

Ustugi ICAR zwigzane z technologia DNA

Praktycznie od roku 2018 ICAR oferuje trzy ustugi, ktore sa zwigzane z wykorzystaniem
DNA, z ktorych wszystkie sa powigzane z analiza pochodzenia w takiej czy innej formie,
jak pokazano na Rysunku 1. ,,Ustugi ICAR dot. DNA.”, oraz opisane bardziej szczegotowo

W rozdziatach ponize;j.

Rysunek 1. Ustugi ICAR dot. DNA

Ustugi ICAR dot. DNA

Akredytacja ICAR
dla Lab. Genotypujacych Akredytacja ICAR dla Osrodkéw

Interpretacji Danych DNA

—badanie jakosci ustug genotypo-
wania DNA za pomoca ring testu Badanie wewnetrznych proceséw

'5/'\(_5 _ - weryfikacji pochodzenia i/lub
—o!oeJmUJe weryflka.qe pthodze- uznawania pochodzenia
nia z wykorzystaniem mikrosate-

litow

GenoEx-PSE
via Centrum Interbull

—Wymiana genotypdw SNP do
weryfikacji i /lub uznawania
pochodzenia

—Wymaga akredytacji jako Osrodek
Interpretacji Danych DNA

Akredytacja ICAR dla laboratoridw swiadczacych ustugi genotypowania DNA

Wprowadzenie

Biorac pod uwage potrzebg wysokich standardow jakosci we wszystkich zastosowaniach
danych molekularnych, ICAR od kilku lat oferuje ustuge akredytacji oparta na okreslonych
minimalnych wymaganiach dla laboratoriéw $wiadczacych ustugi genotypowania DNA.

Podstawowe wymagania tej akredytacji obejmujg potwierdzenie minimalnych wewngtrznych
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3.2

3.3

standardow zapewniania jako$ci zarzadzania oraz udziat w migdzynarodowym badaniu
bieglosci opracowanym i oferowanym przez International Society for Animal Genetics
(ISAG).

Ponadto takie laboratoria zasadniczo analizujg powstale genotypy, aby przeprowadzi¢ ustugi
analizy pochodzenia oparte na mikrosatelitach i/lub SNP, w tym weryfikacj¢ pochodzenia lub
potwierdzenie identyfikacji zwierzat. Taka usluga akredytacji ICAR byla wczesniej
wykorzystywana do rozpoznawania laboratorium genotypowania jako akredytowanej
organizacji w celu zapewnienia funkcji analizy pochodzenia bez doktadnego sprawdzania
technicznej doktadnosci tego dziatania. Praktycznie od roku 2018 uruchomienie ustugi
akredytacji analizy pochodzenia opartej na SNP dla Centrum Interpretacji Danych DNA
zastgpito poprzednig akredytacj¢ laboratoryjng dla weryfikacji pochodzenia opartej na SNP.
W przysztosci podobny proces techniczny dla akredytacji analizy pochodzenia opartej
na mikrosateliach moze zosta¢ wprowadzony przez ICAR, ale do tego czasu istniejacy proces

akredytacji laboratoriow genotypowania pozostanie w mocy.

Ponizsze wytyczne dotyczace akredytacji sa dostepne w odniesieniu do genotypowania
opartego na mikrosatelitach 1 SNP u bydta. Minimalne wymagania dotyczace dodatkowych

gatunkoéw 1 innych testow DNA mogg zostac¢ okreslone w przysztosci.

Zakres

Niniejsze wytyczne maja na celu akredytacje przez ICAR laboratoridéw genotypowania, ktore
analizujg probki biologiczne pochodzace od bydia za pomocag genotypowania opartego na
mikrosatelitach i/lub SNP, ktére mogg by¢ nast¢pnie wykorzystane do réoznych poziomoéw
analizy pochodzenia, imputacji genotypu, oceny wartosci genomowych oraz innych dzialan
zwigzanych ze strategiami selekcji genomowej. Ten proces akredytacji obejmuje takze
weryfikacje pochodzenia opartg na mikrosatelitach. W przypadku akredytacji ICAR
zwigzane] z weryfikacja pochodzenia oparta na SNP, laboratoria genotypowania musza
zwréci¢ sie do ICAR o rownolegla ushuge akredytacji analizy pochodzenia dla centréw

interpretacji danych DNA, jak to opisano ponize;j.

Zasady i wytyczne ICAR dotyczace akredytacji laboratoriéw genotypowania
Proces akredytacji obejmuje nastepujace kroki:

a. Whniosek o akredytacje
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b. Uiszczenie odpowiedniej optaty
c. Przeglad wniosku

d. Udzielanie akredytacji

3.3.1 Wniosek o akredytacje

Laboratoria ubiegajace si¢ o akredytacje w zakresie genotypowania opartego
na mikrosatelitach i/lub SNP muszg ztozy¢ wniosek, pobierajgc i wypelniajac odpowiednie
formularze, jak w Zalaczniku 2. ,,Formularz wniosku o weryfikacje pochodzenia w oparciu
0 mikrosatelity bydta” oraz Zataczniku 3. ,,Formularz wniosku o weryfikacj¢ pochodzenia
bydta oparta na SNP” i wysylajac je poczta elektroniczng do sekretariatu ICAR
(dna@icar.org). Formularze musza by¢ wypetnione doktadnie i kompletnie, w razie potrzeby

dostarczajac niezbedng dokumentacje.

3.3.2 Uiszczenie odpowiedniej optaty

Wraz z wypetionym formularzem aplikacyjnym, wnioskodawca musi réwniez uisci¢ petna
odpowiednig optat¢ ustalong przez ICAR i1 podang w Zalaczniku 4.” Optaty za uslugi
akredytacji ICAR dla laboratorium DNA”.

3.3.3 Przeglad wniosku
Whiosek zostanie oceniony przez zespot ekspertow wyznaczonych przez ICAR, ktory albo:

a. Zatwierdzi wniosek
b. Poprosi o dodatkowe informacje, albo

c. Odrzuci wniosek

W przypadku odrzucenia, laboratorium moze zlozy¢ nowe zgloszenie przynajmniej rok

po nieudanym zgltoszeniu.
3.3.4 Przyznanie akredytaciji

Akredytacja bedzie przyznawana na okres dwoch lat.

3.3.5 Odnowienie akredytacji

Pod koniec dwuletniej kadencji laboratorium moze ztozy¢ wniosek o przedtuzenie akredytacji,

sktadajac wniosek zgodnie z opisem w pkt 3.3.1 powyze;.
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3.3.6 Akredytacja laboratoriow
Obecnie akredytacja ISO17025 lub ISO9001 jest obowigzkowa dla akredytacji opartej

na mikrosatelitach (STR). Poczawszy od ogloszenia akredytacji w roku 2020, w celu
zapewnienia wysokiej jako$ci systemow zarzadzania wewngtrznego, obowigzkowym
wymogiem w przypadku akredytacji ICAR opartej na SNP dla laboratoriow genotypowania
bedzie akredytacja ISO17025 1lub réwnowazna. Ponadto, poczawszy od wezwanie
do akredytacji laboratoriow genotypowania w 2020 r., certyfikacja ISO9001 nie bedzie juz
akceptowana 1 tylko ISO17025, lub réwnowazna akredytacja, bedzie dopuszczalnym
poziomem akredytacji w celu zapewnienia jako$ci wewnetrznych systemoéw zarzadzania

akredytacja oparta na mikrosatelitach (STR).

3.3.7 Uczestnictwo i wyniki ring testu

ISAG przeprowadza migdzynarodowy ring test (pordéwnawczy) laboratoriow genotypowania,
oparty na mikrosatelitach i SNP. Uczestnictwo w testach ISAG i wyniki w ramach tych ring
testow muszg zosta¢ ujawnione, a certyfikaty, jesli sa dostepne, dostarczone. Wnioskodawcy
muszg rowniez podpisa¢ dokument umozliwiajacy ISAG bezposrednie ujawnienie wynikow
ring testow w ICAR. Udziat w co najmniej dwoch ring testach ISAG jest wymogiem
minimalnym. W przypadku ring testu mikrosatelitow ISAG nalezy ujawni¢ genotypowanie
laboratoryjne dla oficjalnego zestawu 12 mikrosatelitow ISAG. Komitet ekspertow okresli
progi efektywnosci dla kazdego ring testu z nalezytym uwzglednieniem struktury ring testu
I Sredniej efektywnosci laboratoriow w ring tescie w danym roku. Tylko te laboratoria, ktore
uzyskaly status Rangi 1 w corocznym ring tescie ISAG, automatycznie otrzymaja akredytacje
ICAR jako laboratorium genotypowania, a akredytacja ICAR w laboratoriach genotypowania

0 nizszej randze ring testu bedzie przyznana wedlug uznania komisji ekspertow.

3.3.8 Markery mikrosatelitarne

Nalezy poda¢ nazwy wszystkich mikrosatelitow ustalonych dla wszystkich zwierzat (zestaw
| markeréw) 1 dodatkowo testowane w przypadku nierozwigzanego pochodzenia (zestaw
Il markeréw), a takze liczbe zwierzat ustalonych w co najmniej ostatnich dwoch latach.
Minimalny wymdg wymiany mi¢dzynarodowej to komplet 12 oficjalnych markeréw
mikrosatelitarnych ISAG. Aby zapewni¢ wystarczajace doswiadczenie w laboratorium,
nalezy przeprowadzi¢ analize 500 zwierzat rocznie jako minimalny wymog certyfikacji

weryfikacji pochodzenia na podstawie mikrosatelitow.
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4.1

Zatacznik 5. ,,Mikrosatelity zalecane przez ISAG do weryfikacji pochodzenia u bydta”
zawiera liste¢ markeréw mikrosatelitarnych zalecanych przez ISAG oraz metode obliczania
prawdopodobienstwa wykluczenia jednego z rodzicow i obojga rodzicow. Zasady dotyczace
weryfikacji pochodzenia w oparciu o0 mikrosatelity u bydta opisano w Zataczniku 6. ,,Zasady
weryfikacji pochodzenia w oparciu o mikrosatelity u bydta”. Prawdopodobienstwo
wykluczenia (PE; 2 rodzicow i 1 rodzica) kazdego z markerow i kompletnych zestawow
markerow musi zosta¢ obliczone i podane we wniosku. Nalezy opisa¢ rodzaj populacji
i liczbe zwierzat (minimum 150) wykorzystywanych do obliczen. ICAR zaleca uzywanie
Holsztynow jako grupy referencyjnej, o ile to mozliwe. Komitet ekspertow ICAR na
podstawie analizowanej populacji oceni, czy w celu uzyskania akredytacji jest podjeta

odpowiednia ocena PE.

3.3.9 Markery SNP

Nalezy poda¢ nazwe¢ wszystkich SNP genotypowanych na wszystkich zwierzgtach (zestaw
| markerow) i dodatkowych oznaczonych markerow w przypadku nierozwigzanego
pochodzenia (zestaw Il markerow), a takze liczbg zwierzat genotypowanych w co najmniej
ostatnich dwoéch latach. Istnieje minimalny wymog stosowania co najmniej 95 SNP ze zbioru
zalecanego przez ISAG (patrz Zatacznik 7. ,Zalecane przez ISAG markery SNP do
weryfikacji pochodzenia u bydta”) wszystkich genotypowanych zwierzat.

3.3.10 Nomenklatura markeréow

Nalezy opisa¢ nomenklature dla markerow. Nomenklatura ISAG jest wymagana dla

oficjalnego zestawu znacznikow ISAG 12, jak roéwniez dla zestawu markeréw SNP ISAG.

Akredytacja organizacji prowadzacych analize pochodzenia oparta
na SNP

Wprowadzenie

Wraz z pojawieniem si¢ genotypowania SNP, funkcje genotypowania DNA jako czynnosci
laboratoryjnej mozna oddzieli¢ od funkcji przeprowadzania weryfikacji pochodzenia
I znajdowania rodzicow. W zwigzku z tym ICAR ustanowil odrebng akredytacje do
stosowania wynikéw genotypowania opartego na SNP, ktéore moga by¢ podjete przez

laboratoria, towarzystwa stowarzyszen hodowcow, osrodki oceny genetycznej 1 wszelkie inne
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4.2

4.3

organizacje zaangazowane w weryfikacje pochodzenia i/lub przetwarzanie danych dot.

genotypow SNP.

Weryfikacja i znajdowanie pochodzenia dotyczy wykorzystania wynikow dostarczanych
przez laboratoria z genotypowania DNA i1 wymaga genotypu SNP dla samego zwierzecia,
jego zarejestrowanych rodzicéw i innych potencjalnych rodzicow w przypadku znajdowania
pochodzenia. Organizacje podejmujace t¢ funkcje moga by¢ dostawcami uslug migdzy
laboratoriami, ktére posiadajg akredytacj¢ ICAR do genotypowania DNA opartego na
mikrosatelitach i/lub SNP a uzytkownikami koncowymi, do ktérych mozna zaliczy¢ zwigzki

hodowcow, firmy hodowlane, hodowcow i rolnikow komercyjnych.

Ushugodawcy moga korzysta¢ z roznych laboratoriow dla réznych ras i/lub gatunkéw. Biorac
pod uwage znaczenie identyfikacji zwierzat 1 ich weryfikacji w ocenie uzytkowosci, ICAR
zdecydowat o okresleniu minimalnych wymagan dotyczacych wykorzystania genotypowania

DNA oraz innych informacji w celu:

a. Weryfikacji pochodzenia
b. Znajdowania pochodzenia oraz

c. Potwierdzania identyfikacji zwierzat

Celem niniejszych wytycznych jest dostarczenie podstaw do akredytacji procesoOw
stosowanych przez organizacje wykorzystujace genotypy SNP u bydla. Minimalne
wymagania dotyczace dodatkowych gatunkow i innych analiz DNA mogg zosta¢ okreslone w

przysztosci.

Zakres

Niniejsze wytyczne maja na celu akredytacj¢ przez ICAR organizacji wykorzystujacych
wyniki badan opartych na SNP do analizy pochodzenia u bydta, ktora obejmuje weryfikacje

pochodzenia, znajdowanie rodzicéw i/lub potwierdzenie identyfikacji zwierzat.
Akredytacja organizacji przeprowadzajacych analize pochodzenia
Proces akredytacji ICAR obejmuje nastgpujace etapy:

a. Whniosek o akredytacje
b. Uiszczenie odpowiedniej oplaty

c. Przeglad wniosku
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d. Techniczne przetwarzanie plikow z danymi testowymi

e. Udzielenie akredytacji

4.3.1 Wniosek

Organizacje przeprowadzajace analiz¢ pochodzenia oparta na SNP i wnioskujace
0 akredytacje ICAR jako Centrum Interpretacji Danych musza ztozy¢ wniosek pobierajac
| wypelniajac odpowiedni formularz zamieszczony ponizej jako Zatgcznik 8. ,,Formularz
wniosku dla organizacji starajacych si¢ o akredytacje ICAR dla analizy pochodzenia dla
osrodkow interpretacji danych DNA”. Formularz ten musi zosta¢c wypekniony doktadnie
I kompletnie, dostarczajac niezb¢dng dokumentacje zgodnie z wymaganiami oOraz

przedtozony do ICAR po uiszczeniu odpowiedniej optaty.

4.3.2 Przeglad wniosku

Whiosek zostanie najpierw sprawdzony wewnetrznie przez ICAR pod katem jej kompletnosci,
a dodatkowe informacje moga by¢ wymagalne w razie potrzeby. Administracja ICAR

potwierdzi rowniez otrzymanie stosownej optaty.

4.3.3 Przetwarzanie techniczne plikéw testowych

Whnioskodawca otrzyma zbior plikow danych od ICAR za posrednictwem Centrum Interbull,
w celu przetworzenia przy uzyciu swoich istniejgcych procedur do przeprowadzania analizy
pochodzenia, dla ktorej kandydat stara si¢ o akredytacje ICAR jako Centrum Interpretacji
Danych DNA. Szczegdtowy opis tego etapu jest opisany w Przewodniku Wnioskodawcy
0 Akredytacje ICAR Analiz Pochodzenia dla Osrodkéw Interpretacji Danych DNA
Zatagcznik 9. ,,Przewodnik Wnioskodawcy o Akredytacjc ICAR Analiz Pochodzenia dla
Osrodkow Interpretacji Danych DNA”.  Aby wnioskodawca odnidst sukces w uzyskaniu
wymagane] akredytacji ICAR, procedury przeprowadzania analizy pochodzenia musza by¢
doktadnie zgodne z wytycznymi ICAR dotyczacymi weryfikacji pochodzenia i znajdowania
pochodzenia w oparciu o genotypy SNP, ktore s3 rdéwniez zawarte ponizej
w Zataczniku 10. ,,Wytyczne ICAR dotyczace weryfikacji pochodzenia i wykrywania
pochodzenia w oparciu 0 genotypy SNP”. Lista SNP, ktéra ma by¢ stosowna do weryfikacji
pochodzenia lub wykrywania pochodzenia, jest dostgpna w Zataczniku 11. ,Lista SNP,
do stosowania przy weryfikacji pochodzenia lub wykrywania pochodzenia”. Po zakonczeniu

przez wnioskodawce wewngtrznych procedur analizy pochodzenia w oparciu o otrzymane
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pliki z wynikami akredytacji plik z danymi nalezy przesta¢ z powrotem do Centrum Interbull.
Maksymalny okres 90 dni kalendarzowych bedzie dozwolony dla wnioskodawcy, aby ztozy¢

akceptowalne pliki wynikéw z powrotem do Centrum Interbull.

4.3.4 Przyznanie akredytaciji

Gdy Centrum Interbull otrzyma od wnioskodawcy plik wynikéw analizy pochodzenia, wtedy
zakonczy przeglad techniczny i ustali, czy kandydat pomys$lnie ukonczyt akredytacje, czy tez
nie. Centrum Interbull poinformuje ICAR o wynikach, a ICAR wystawi oficjalne
powiadomienie. W przypadku, gdy wnioskodawca nie uzyskalby pozytywnego wyniku
akredytacji ICAR, wnioskodawca moze wszcza¢ nowy wniosek o akredytacje, wypetniajac
| przesytajac odpowiednie formularze oraz uiszczajac odpowiednig optatg, jak to opisano

powyzej.

Ustuga wymiany genotypoéw - GenoEx-PSE

Praktycznie od roku 2018 ICAR udostgpnit ustuge wymiany genotypow do analizy
pochodzenia GenoEXx-PSE, oferowang za posrednictwem Centrum Interbull. Glownym celem
tej ustugi jest utatwienie miedzynarodowej wymiany genotypow SNP, tak aby zatwierdzeni
uzytkownicy ustug mogli wykonywaé¢ ustugi analizy pochodzenia na poziomie krajowym
w skuteczny sposob. System baz danych GenoEX-PSE i interfejs uzytkownika zostat
opracowany w celu umozliwienia wymiany genotypow SNP w celu sprawdzenia pochodzenia
lub wykrycia rodzicow w oparciu o liste SNP przewidziang w Zalaczniku 11. Lista SNP

do stosowania przy weryfikacji pochodzenia lub znajdowania pochodzenia

Aby organizacja mogta zosta¢ zakwalifikowana jako uzytkownik ushugi dla GenoEx-PSE,
musi najpierw otrzymac akredytacje ICAR jako centrum interpretacji danych DNA. Poziom
takiej akredytacji ICAR (tj. wylacznie w przypadku weryfikacji pochodzenia opartej na SNP
lub w przypadku zaré6wno weryfikacji, jak i wykrywaniu pochodzenia opartego na SNP)
powinien okresla¢ najwyzszy poziom SNP, ktéory moze by¢ wymieniany za posrednictwem

ustugi GenoEx-PSE. Szczegotowe informacje zwigzane z tg ustugg ICAR mozna znalez¢ na

stronie internetowej GenoEx-PSE pod adresem www.GenoEXx.org.
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http://www.icar.org/wp-content/uploads/2016/05/Annex-II-Genetic-Analysis-STRs-form-for-accreditation-of-genetic-laboratories.pdf

6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

6.6

6.7

6.8

LISTA ZALACZNIKOW

Zatacznik 1. Link do markerow SNP rekomendowanych przez ISAG do weryfikacji

pochodzenia

http://www.isag.us/Docs/Cattle-SNP-ISAG-core-additional-panel-2013.xlIsx

Zatacznik 2. Formularz wniosku o weryfikacje pochodzenia w oparciu o mikrosatelity
bydta

Prosze odnies¢ si¢ tutaj do strony internetowej ICAR dot. formularza wniosku o akredytacje

weryfikacji pochodzenia u bydta opartego na mikrosatelitach.

Zataczniku 3. Formularz wniosku o weryfikacje pochodzenia bydta opartag na SNP

Prosze¢ odnies¢ si¢ tutaj do strony internetowej ICAR dla formularza wniosku o akredytacje

weryfikacji pochodzenia u bydta opartej na SNP.

Zataczniku 4.Optaty za ustugi akredytacji ICAR dla laboratorium DNA

Prosz¢ odnies¢ si¢ tutaj do strony internetowej ICAR w sprawie optat za ustugi akredytacji
testow DNA.

Zatacznik 5. Mikrosatelity zalecane przez ISAG do weryfikacji pochodzenia u bydta

Prosz¢ odnies¢ si¢ tutaj do strony internetowej ICAR dla listy zalecanych mikrosatelitow

ISAG do weryfikacji pochodzenia u bydta. Metoda obliczania opisana jest tutaj.

Zatacznik 6. Zasady weryfikacji pochodzenia w oparciu o mikrosatelity u bydta

Prosz¢ odnie$¢ si¢ tutaj do strony internetowej ICAR w sprawie zasad weryfikacji

pochodzenia u bydta w oparciu o mikrosatelity.

Zatacznik 7. Zalecane przez ISAG markery SNP do weryfikacji pochodzenia u bydta

Prosze odnies¢ si¢ tutaj do strony internetowej ICAR dla zalecanych przez ISAG markeréw

SNP do weryfikacji pochodzenia u bydla.

Zalacznik 8. Formularz wniosku dla organizacji starajacych sie o akredytacje ICAR dla

analizy pochodzenia dla osrodkéw interpretacji danych DNA

Prosze odnies¢ si¢ tutaj do strony internetowej ICAR dot. formularza wniosku dla organizacji

ubiegajacych si¢ o status akredytacji ICAR jako osrodka interpretacji danych DNA.
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http://www.isag.us/Docs/Cattle-SNP-ISAG-core-additional-panel-2013.xlsx
http://www.icar.org/wp-content/uploads/2016/05/Annex-II-Genetic-Analysis-STRs-form-for-accreditation-of-genetic-laboratories.pdf
http://www.icar.org/wp-content/uploads/2016/05/Annex-V-Genetic-Analysis-SNP-form-for-accreditation-of-genetic-laboratories.pdf
https://www.icar.org/index.php/certifications/certification-and-accreditation-of-dna-genetic-laboratories/guidelines-for-str-and-snp-based-parentage-testing-in-cattle/
http://www.icar.org/wp-content/uploads/2015/08/Annex-III-ISAG-microsatellites.pdf
http://www.icar.org/wp-content/uploads/2015/08/Annex-III-ISAG-microsatellites.pdf
http://www.icar.org/wp-content/uploads/2015/08/Annex-I-guidelines-microsats.pdf
http://www.icar.org/wp-content/uploads/2015/08/Annex-VI-ISAG-SNP-List.pdf
http://www.icar.org/wp-content/uploads/2016/10/6-Annex-V-Application-Form-forICAR-Accreditation-of-DNA-Centres.pdf

6.9

6.10

6.11

Zatacznik 9. Przewodnik Wnioskodawcy o Akredytacje ICAR Analiz Pochodzenia dla
Osrodkéw Interpretacji Danych DNA

Prosze odnie$¢ sie tutaj do strony internetowej ICAR w celu uzyskania przewodnika dla
wnioskodawcow dotyczacego akredytacji ICAR dla analizy pochodzenia dla os$rodkow

interpretacji danych DNA.

Zatacznik 10. Wytyczne ICAR dotyczace weryfikacji pochodzenia i wykrywania
pochodzenia w oparciu o0 genotypy SNP

Prosze¢ odnies¢ si¢ tutaj do strony internetowej ICAR w celu uzyskania wytycznych ICAR
dotyczacych weryfikacji pochodzenia i wykrywania pochodzenia na podstawie genotypow
SNP.

Zatacznik 11. Lista SNP, do stosowania przy weryfikacji pochodzenia lub wykrywania

pochodzenia
Prosze odnie$¢ si¢ tutaj do strony ICAR, aby wyswietli¢ liste SNP, ktéra ma by¢ uzyta do

weryfikacji pochodzenia lub wykrywania pochodzenia.
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http://www.icar.org/wp-content/uploads/2015/08/Annex-IV-guidelines-SNPs.pdf
http://www.icar.org/wp-content/uploads/2015/08/Annex-IV-guidelines-SNPs.pdf
http://www.icar.org/wp-content/uploads/2015/08/Annex-IV-guidelines-SNPs.pdf

