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1  Genetyka molekularna

1.1 Wprowadzenie

Postepy w biologii molekularnej, zwtaszcza w dziedzinie genomiki, dostarczajg
szeregu nowych informacji, ktére mozna zastosowac w produkcji zwierzecej. Z jednej
strony wykorzystanie informacji na poziomie molekularnym moze przyczynic¢ sie do
zwiekszonego zaufania konsumentéw do zdolnosci monitorowania i kontrolowania
procesu produkcji zwierzecej. Z drugiej strony informacja molekularna znakomicie
przyczyni sie do osiggniecia genetycznego doskonalenia cech zwierzgt poprzez
zastosowanie genomowych wartosci hodowlanych, selekcji wspomagane;j
markerami, introgresji genéw, oszacowania heterozji i prawidtowej
kontroli/przewidywania pochodzenia oraz statusu przenoszenia wad genetycznych.
W wiekszosci przypadkow korzysci wykorzystywania informacji na poziomie
molekularnym za posrednictwem ocen genomowych wynikajg z poprawienia
doktadnosci oceny wartosci hodowlanej, skrocenia odstepu miedzypokoleniowego
oraz zwiekszenia intensywnosci selekcji. Mimo tych korzysci wcigz jednak istnieje
potrzeba badan i doskonalenia w poszukiwaniu powigzan pomiedzy markerami
genetycznymi a cechami budzgcymi zainteresowanie, zwtaszcza ze nowe cechy sg
uwzgledniane w krajowych indeksach oceny. Dodatkowo, nawet przy obecnym
wigczaniu informacji genomowych do krajowych systemoéw selekcji, konieczne jest
rozumienie dziatania genu, interakcji genowych oraz ro6znych ekspresji genu aby
zapobiec réwnolegtym, negatywnym wptywom. Konieczna jest wspotpraca miedzy
branzg produkcji zwierzecej a badaniami naukowymi w celu pomysinego i
korzystnego poszukiwania informacji genetycznej w komercyjnych populacjach

zwierzat hodowlanych.

1.2 Markery genetyczne

Markery genetyczne sg podstawowymi narzedziami molekularnymi dla genomiki,
nawet jesli zmienit sie rodzaj uzywanego markera. Pierwsze powigzania markerow
genetycznych u zwierzgt hodowlanych opisywano za pomocg oznaczania grup krwi
w latach 60. XX wieku, technologia ta nastepnie przeszia na mikrosatelity (MS) w
latach 90. XX wieku, natomiast ostatnio na zastosowanie polimorfizmu pojedynczego

nukleotydu (SNP). SNP i MS sg polimorficznymi sekwencjami DNA (allelami) w
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konkretnym locus okreslonego chromosomu. Chociaz oznaczanie grup krwi jest
zatwierdzong przez ICAR metodg weryfikacji rodzicielstwa, obecnie niewiele jest,
jesli w ogole, komercyjnych laboratoriow nadal oferujgcych takie testy. Z tego
powodu ICAR nie zaleca juz okreslania grup krwi jako podstawy do przeprowadzania
analizy pochodzenia zwierzat gospodarskich, w przypadku ktérych technologia MS

lub SNP jest powszechnie dostepna.

1.2.1 Mikrosatelity

S3 to sekwencje DNA zawierajgce powtérzenia tandemowe podstawowych
motywow, zazwyczaj dimerow i trimeréw. Sekwencje te sg usytuowane w catym
genomie, gtébwnie w obrebie fragmentdéw niekodujgych. Z czasem regiony te
podlegajg dodaniu do lub odjeciu od powtdrzen tandemowych, co oznacza, ze kazdy
mikrosatelita moze mie¢ wiele niepowtarzalnych alleli. Mikrosatelity sg powszechnie

stosowane u wielu gatunkow zwierzgt gospodarskich do weryfikacji pochodzenia.

1.2.2 Polimorfizm Pojedynczego Nukleotydu (Single Nucleotide Polymorphism
- SNP)
SNP sg najczestszym rodzajem zmiennos$ci genetycznej: kazdy SNP reprezentuje
zmiane pojedynczego nukleotydu. W catym genomie kazdego gatunku zwierzat
hodowlanych wystepujg miliony SNP. Dla celéw genomiki, najbardziej informacyjny
SNP tradycyjnie znajduje sie w (a) regionach kodujgcych, w ktérych rézne allele
zmieniajg strukture lub funkcje kodowanego biatka, lub (b) w niekodujgcych
regionach, ktére biorg udziat w funkcji regulacyjnej genu. W przypadku genomowych
wartosci hodowlanych, SNP znajdujgce sie regionach miedzygenowych majg
réwniez charakter informacyjny, poniewaz mogg by¢ w nierbwnowadze powigzan z

allelami, ktére powodujg zmiane fenotypu.

Jedng z najwiekszych zalet SNP jest ich rozmieszczenie na macierzach SNP, w
powigzaniu z silng zdolnoscig przetwarzania, dzieki ktérej tysigce lub setki tysiecy
SNP moga by¢ sprawdzane razem dla duzej liczby zwierzgt w sposéb opfacalny i
efektywny. Obecnie najwieksze laboratoria genotypowania zwierzat gospodarskich
mogg przetwarzaé na takich macierzach setki tysiecy zwierzgt rocznie. Dostepnos¢

tych duzych paneli SNP wzmacnia zatem poszukiwanie mutacji lezacych u podstaw
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zmiennos$ci genetycznej dla cech prostych i ztozonych. To takze rewolucjonizuje
szybkos¢, z jakg odkrywane sg cechy zwigzane z genami lub regionami gendw, a
takze tempo przyjmowania strategii selekcji genomowych. Genotypy SNP staty sie
miedzynarodowym standardem dla podstaw analizy pochodzenia i ICAR zaleca to
podejscie zamiast stosowania mikrosatelitdw tam, gdzie to mozliwe, ze wzgledu na
lepszg doktadnosc i tatwos¢ poréwnywania wynikdw miedzy laboratoriami

genotypowania.

1.3 Definicje i terminologia
Tabela 1 zawiera krotki przeglad terminow 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 ktérym markery genomowe sg wykorzystywane do

identyfikacji okreslenia, czy probka tkanki moze by¢ wykluczona jako
zwierzat pochodzgca od okreslonego zwierzecia.
Genomika Szereg technologii, ktére okreslajg genetyczng charakterystyke

zwierzecia na poziomie molekularnym oraz okreslajg sekwencje
DNA genomu zwierzecia.

Haplotyp Grupa markeréw/alleli genetycznych, ktére sg dziedziczone razem
od jednego rodzica. Markery genetyczne znajdujg sie na tym
samym chromosomie i zwykle zawierajg okreslong dtugosc¢
odcinka na tym chromosomie.

Akredytacja Uznanie przez ICAR, ze organizacja dostarczyta wystarczajgcych
ICAR dowoddw na to, ze postepuje zgodnie z wytycznymi ICAR.
Imputacja Proces wypetniania brakujgcych genotypdw zwierzecia w oparciu o

jego rodowdd i inne markery genetyczne. Zwykle stosowany do
imputacji SNP i / lub mikrosatelitéw z SNP.

MAF (Minor allele frequency) Mniejsza czestotliwos¢ alleli.

Przewidywanie Proces, w ktérym haplotypy odziedziczone od matki sg uzywane
ojca matki do przewidywania najbardziej prawdopodobnego ojca matki.




Microsatellita ~ Segment DNA zawierajgcy tandemowe powtorzenia prostych
motywow zwykle dimerdw lub trimeréw. Nazywany réwniez STR:
short-tandem-repeat.

Analiza Ogolna analiza genotypdw w odniesieniu do pochodzenia ale
pochodzenia moze tez obejmowac weryfikacje pokrewienstwa, wykrycie
rodzicow oraz przewidywanie ojca matki.

Znajdowanie Proces, w ktorym pewna liczba potencjalnych rodzicow, zazwyczaj

rodzicow ptci meskiej, ale takze prawdopodobnych pici zenhskiej, 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

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

QTL (Quantitative Trait Loci). Locus cechy ilosciowej. Region genomu,
ktéry ma wptyw na cechy iloSciowe, takie jak wzrost. Region ten
moze mie¢ maty wptyw, <0,01% lub duzy wptyw, > 5% na fenotyp.
Cecha ilosciowa bedzie miata wiele QTL roztozonych na genomie.

Weryfikacja Tak samo jak weryfikacja pokrewienstwa, ale w oparciu o branego
ojca pod uwage 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 uwierzytelnienie ustalanie pochodzenia

Przed pojawieniem sie genotypowania SNP weryfikacja pokrewienstwa/pochodzenia
byta gtbwnym komercyjnym zastosowaniem markeréw genetycznych. Tradycyjnie
badanie pochodzenia opierato sie na wykluczeniu pokrewienstwa (tj. ojca lub matki),
gdy zwierze ma genotyp niespojny z domniemanym pokrewienstwem. W odpowiedzi
na ograniczenia srodowiskowe i produkcyjne, nowe trendy w systemach produkciji
zwierzeciej majg tendencje do zachecania do wiekszej produkcji w przeliczeniu na
gospodarstwo. W tych duzych zbiorowosciach wiele zwierzgt moze by¢ kojarzonych
lub rodzi¢ w tym samym dniu, co moze skutkowac wiekszg liczbg btedow zapisow

rodowodowych. Poniewaz koszt analiz spada a liczba dostepnych markeréw
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genetycznych wzrasta, zwigzki hodowcow bedg zdolne do tworzenia zapisow

na temat pochodzenia przy zastosowaniu markerow genetycznych aby méc
przewidzie¢ pochodzenie cielgt urodzonych w stadzie w danym okresie. Zazwyczaj
wymaga to wczesniejszej znajomosci kandydatéw na ojcow i matki cielecia, gdy
uzywana jest mniejsza liczba (<200) markeréw, ale przy wystarczajgcej liczbie SNP
mozna przewidzie¢ wtasciwych rodzicow bez wczesniejszej wiedzy, o ile rodzic jest
réwniez genotypowany. Prawdopodobienstwo przyporzgdkowania do odpowiedniej
pary zwierzat bedzie zalezato od liczby uzytych markerow, od liczby alleli w locus,
czestotliwosci wystepowania alleli drugorzednych w populacji, liczby rodzicow i liczby
mozliwych kojarzen. W tym celu Miedzynarodowe Towarzystwo Genetyki Zwierzat

(International Society of Animal Genetics - http://www.isag.org.uk) zalecite

specyficzne gatunkowo panele markerow mikrosatelitalnych i SNP, do ktorych
mozna dotrze¢ za posrednictwem linka umieszczonego w Zatgczniku 1 ,Link do
markerow SNP rekomendowanych przez ISAG do weryfikacji pochodzenia”. W
przypadku bydfa ICAR opracowat zestaw rodzicielskich SNP ICARssa4, ktory zawiera
panel zalecany przez ISAG oraz inne wysoce informacyjne SNP. Panel ten pozwala
na bardzo doktadne sprawdzanie i znajdowanie danych nt. rodzicéw, ale
jednoczesnie nie pozwala na doktadne przypisanie do wiekszej gestosci. W zwigzku
z tym panel ICARss4 moze by¢ dzielony miedzy krajami i konkurentami w celu analizy
pochodzenia bez obawy, ze inni bedg mogli wykorzystac¢ je do przewidywania
genomowych wartosci hodowlanych. ICAR i Centrum Interbull wspotpracujg przy
oferowaniu miedzynarodowej ustugi wymiany genotypow, okreslanej jako GenoEXx,
ktéra jest opisana bardziej szczegétowo w rozdziale 5, zwtaszcza w odniesieniu do

wymiany genotypow SNP do celéw analizy pochodzenia.

1.4.2 Identyfikowalnosé¢ i uwierzytelnianie produktow  zwierzecych
oferowanych konsumentom

Z powodu wielu kryzysow, w tym epidemii BSE, az po mielong wotowine zawierajgca

koning, a takze ze wzgledu na rosngce zainteresowanie konsumentow tym, zeby ich

zywnos¢ pochodzita z identyfikowalnych produktéw miesnych, stanowi to wiekszy

problem dla przemystu. Identyfikowalnos$¢ opiera sie na mozliwosci weryfikacji i

systemie kontroli, ktére monitorujg wszelkie elementy majgce znaczenie przez caty
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tancuch produkcyjny produktow zwierzecych. Poniewaz sekwencja genetyczna
osobnika jest niepowtarzalna i nie ulega zmianie, jego DNA pozostaje niezmienne od
"poczecia do konsumpcji”. Dlatego wykorzystanie markerow genetycznych pozwala

dopasowac DNA osobnika od momentu narodzin do produktu korncowego.

Markery genetyczne sa/lub bedg bardzo uzyteczne do potwierdzenia autentycznosci
produktéw zwierzecych stuzgc do oznakowania jakosci, odnoszgce sie do miejsca
pochodzenia oraz oznakowania odnoszgcego sie do specyficznej rasy lub jej
krzyzéwek. Jednakze wymaga to ustalenia standardéw molekularnych lub
czestotliwosci alleli dla kazdej rasy. Duzo informacji pochodzi z badan nad
zréznicowaniem genetycznym pomiedzy rasami. Szczegolnie interesujgce sg rejony
genomu podlegajgce intensywnej selekcji w kazdej populacji. Dzieki wystarczajgco
duzemu zestawowi SNP i genotypowanych czystorasowych zwierzat referencyjnych,
mozliwe jest rowniez przewidzenie najbardziej prawdopodobnego sktadu rasy

osobnikow.

1.4.3 Molekularnainformacja genetyczna na potrzeby programow selekcji
wspomaganej markerami
Cechy ilosciowe uznaje sie generalnie za kontrolowane przez duzg liczbe genow.
Jednak poszczegdlne geny odpowiadajg za znaczng czesci zmiennosci cechy. Tak
jest w przypadku genu miostatyny i podwojnego umiesnienia u bydta miesnego, genu
DGATL1 i sktadnikow mleka u bydfa mlecznego lub genu ptodnosci Booroola i
wskaznika owulacji u owiec. Poniewaz genotyp zwierzecia nie zmienia sie w trakcie
jego zycia, to wykorzystanie informacji dotyczgcej DNA przez identyfikacje markeréw
powigzanych z QTL-ami (locus cechy ilosciowej) wptywajgcymi na cechy
produkcyjne lub identyfikacje samego genu przyniesie duze korzysci w najblizszej
przysztosci. Niemniej jednak, jesli cechy stajg sie bardziej ztozone, wzrasta potrzeba
posiadania odpowiednio duzego zestawu markeréw w celu wtgczenia informaciji
molekularnej do procesu podejmowania decyzji w procesie selekcji. Wigczenie
informacji molekularnej jako kryterium selekciji jest szczegodlnie korzystne dla cech,
ktére sg trudne i kosztowne do zmierzenia i/lub sg mierzone w pdzniejszym okresie
zycia zwierzecia. Do 2022 r. zidentyfikowano > 177 000 QTL u bydta, > 16 000 u

kurczat, > 34 000 u $win i > 4000 u owiec, ktore wigzg sie z cechami waznymi
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gospodarczo, takimi jak zdrowie, wyreby, mleko, ptodnosc¢ i budowa ciata. Baza

danych AnimalQTLdb znajdujgca sie w National Animal Genome Research Program

zawiera aktualne dane na temat danych QTL dotyczgcych bydta, drobiu, koni, swin,

pstragow i owiec, zebranych z opublikowanych danych.

Programy oceny uzytkowosci gromadzg informacje dotyczgce najczesciej
spotykanych cech produkcyjnych mierzonych u zwierzgt gospodarskich. Coraz
wiecej informacji staje sie dostepnych, ale dla niektorych cech, takich jak jakosc¢
miesa, odpornos¢ na choroby i wydajnosc¢ zywienia, prowadzenie tych ocen jest
bardzo kosztowne, trudne do uzyskania lub wykonywane w péznym stadium zycia
zwierzecia. Z powodu tych wyzwan informacje o takich cechach sg zazwyczaj

gromadzone dla ograniczonej liczby zwierzat w danej populaciji.

Dla waznych ekonomicznie i stawiajgcych wyzwania cech, markery genetyczne i
selekcja genomowa dajg znaczne mozliwosci selekcji cech, ktore wczesniej nie byty
mozliwe ze wzgledéw ekonomicznych. Ogodlnie rzecz biorgc, markery genetyczne i
genomika bedg odgrywac wazng role dla waznych cech, niezaleznie od gatunku
zwierzgt gospodarskich. Genomika moze rowniez pozwoli¢ nam na zwiekszenie
intensywnosci selekcji, poniewaz mozemy przewidzie¢ genomowe wartosci
hodowlane dla duzej liczby zwierzat, a tym samym mie¢ wiecej kandydatow do

selekciji.

1.4.4 Odpornosé na choroby i wady genetyczne
Inng grupg cech o duzym potencjale do wykorzystania danych molekularnych i
genomiki sg te zwigzane z odpornoscig, zywotnoscig i podatnoscig na choroby.
Istnieje wiele chordb wieloczynnikowych lub ztozonych, ktére sg wynikiem interakcji
miedzy genomem zwierzecia a komponentami srodowiskowymi. Cechy odpornosci
na choroby nalezg do najtrudniejszych do uwzglednienia w programach
doskonalenia genetycznego, poniewaz wymagajg dobrej oceny terenowej statusu
chorobowego zwierzat oraz systematycznej kontroli zarzgdzania lub warunkow
srodowiskowych, ktore pozwalajg na identyfikacje wptywu czynnikéw
srodowiskowych. Choroby zakazne zalezg w duzym stopniu od czynnikow
srodowiskowych takich jak stopien wystawienia na czynniki patogenne. Jednakze
jesli ekspozycja jest niska, zwierzeta bedg wykazywaty mate zréznicowanie. Czes¢
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réznic fenotypowych dla odpornosci mogg stanowic réznice w stopniu zakazenia.
Stad, jesli geny lub markery genetyczne zwigzane z odpornoscig sg identyfikowane
prawidtowo, bedzie mozna wyselekcjonowac odporne zwierzeta na podstawie ich
informacji molekularnej. W przypadku wielu chorob identyfikacja genéw zwigzanych z
opornoscig bedzie wymagac¢ warunkow eksperymentalnych. Obecnie stosowana jest
analiza genetyczna identyfikowania heterozygotycznych nosicieli choréb
genetycznych spowodowanych przez pojedyncze geny recesywne. Przykfady u bydta
mlecznego obejmujg ztozone znieksztatcenia kregdéw (CVM), brachyspine (BY),
niedobdr cholesterolu (CD) i kilkka gendw, regionéw gendw lub haplotypow
powodujgcych utrate zarodka lub martwy ptéd u réznych ras mlecznych. W 2022 r.
OMIA (Online Mendelian Inheritance in Animals) wymienita >1000 cech lub wad

genetycznych zwierzat gospodarskich ze znang mutacjg przyczynowg (bydto: 186,

Swinie: 58, owce: 48, kury: 56, konie: 48, kozy: 17). Wigczenie tych przyczynowych
alleli lub powigzanych haplotypéw do programu hodowlanego pozwoli producentom
zminimalizowac ryzyko wynikajgce z wad genetycznych przy jednoczesnym

maksymalizowaniu postepu genetycznego wynikajgcego z korzystnych cech.

1.5 Aspekty techniczne
1.5.1 Pobieranie DNA

Systematyczne pobieranie DNA jest zalecane w poszczegdlnych populacjach
zwierzat gospodarskich. DNA mozna uzyskac¢ z dowolnej komorki ciata zawierajgcej
jadro komorkowe. Protokoty pobierania DNA sg obecnie dostepne dla krwi (biate
krwinki), nasienia, sliny (komorki nabtonkowe), mieszkéw witosowych, miesni, skoéry,
organow (takich jak watroba, $ledziona itp.). Czerwone krwinki mogg by¢ rowniez
wykorzystywane w przypadku drobiu, poniewaz u ptakéw zachowujg one jgdro
komoérkowe, podczas gdy u wiekszosci innych gatunkéw nie. Do rutynowej analizy
DNA potrzebne sg niewielkie ilosci materiatu tkankowego. Jednakze jesli w
przysztosci wykorzystanie DNA bedzie obejmowac uzycie go do wielu réznych celow
(sekwencjonowanie catego genomu, identyfikowalnos¢, sprawcze zatwierdzanie
alleli, ...) wowczas trzeba starannie sprawdzi¢ i zoptymalizowa¢ koszty
przechowania, ekstrakcji, jakosci i wydajnosci DNA. Powszechnie stosowane

metody zbierania uwzgledniajg mieszki wiosowe, préobki tkanek (czesto pochodzace
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z przebijania uszu) w zamknietym pojemniku, krople krwi na bibule filtracyjnej i

wymazy z nosa.

1.5.2 Organizowanie danych
Scentralizowana baza danych moze by¢ zorganizowana w odniesieniu do gtdwnych
obszarow wykorzystania informaciji genetycznej:

o Weryfikacja, przypisanie i/lub ustalenie pochodzenia

¢ Identyfikowalno$¢ produktéw miesnych

e Identyfikacja rasy lub zroznicowanie ras

e Cechy jakosciowe i ilosciowe

Tabele bazy danych mogag zawierac:

o Identyfikacje zwierzat w celu powigzania wszystkich innych informacji na
temat zwierzecia i jego krewnych.

e Liczbe markeréw genetycznych: n

o Standardowg nazwe kazdego markera i (dlai=1, n)

e Numer dostepu dla markera, taki jak identyfikator dbSNP

e Allele dla merkera i

e Genomowg lokalizacje markera i

o Wptyw allelu niereferencyjnego na biatko

o Fenotypowy wptyw allelu

e Powigzanie z innymi cechami

1.5.3 Doktadnos¢ oceny pokrewienstwa

Chociaz uzycie markerow mikrosatelitarnych i SNP sg akredytowanymi przez ICAR
metodami weryfikacji pochodzenia, nie majg one tej samej mocy w ocenie
doktadnosci pochodzenia. Krotko méwigc, kolejnos¢ doktadnosci dla paneli

markerow rodzicielskich zatwierdzonych przez ISAG i ICAR jest nastepujaca:
Mikrosatelity << mate panele SNP (100 lub mniej) < duze panele SNP (500 lub wiecej)

Ta kolejnos$¢ wynika zaréwno z doktadnosci genotypowania, jak i ze wszystkich
informacji genomowych. Na przyktad wskaznik btedu markera genomowego w

mikrosatelitach bydta wynosi 1-5% (Baruch i Weller 2008), natomiast wskaznik btedu
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dla SNP wynosi <0,1% (Cooper, Wiggans i VanRaden 2013). Poniewaz 2-3 SNP
zapewniajg takg samg dokfadnos¢ wykluczania pochodzenia jak 1 marker
mikrosatelitarny (Vignal i wsp. 2002), panele SNP 100 i 200 ISAG do analizy
pochodzenia sg doktadniejsze od 12 markerow mikrosatelitarnych wytypowanych
przez ISAG. W ten sam sposob panele do analizy pochodzenia zawierajgce ponad
500 SNP (McClure i wsp. 2018), takie jak ICARss4, sg zalecane do przewidywania

pochodzenia, ktére wymaga nawet wyzszego poziomu dokfadnosci.

Baruch, E., and J. I. Weller. 2008. 'Estimation of the number of SNP genetic markers
required for parentage verification', Animal Genetics, 39: 474-79.

Cooper, T. A., G. R. Wiggans, and P. M. VanRaden. 2013. 'Short communication:
relationship of call rate and accuracy of single nucleotide polymorphism
genotypes in dairy cattle’, Journal of dairy science, 96: 3336-9.

McClure, M. C., J. McCarthy, P. Flynn, J. C. McClure, E. Dair, D. K. O'Connell, and J.
F. Kearney. 2018. 'SNP Data Quality Control in a National Beef and Dairy Cattle
System and Highly Accurate SNP Based Parentage Verification and
Identification’, Front Genet, 9: 84.

Vignal, A., D. Milan, M. SanCristobal, and A. Eggen. 2002. 'A review on SNP and
other types of molecular markers and their use in animal genetics', Genet Sel
Evol, 34: 275-305.

1.5.4 Sprawdzenia dla kontroli jakosci informacji genomowych

Jednym z najwazniejszych elementéw duzej genomowej bazy danych jest
zapewnienie, ze genotyp zwigzany z konkretnym zwierzeciem naprawde nalezy do
tego zwierzecia. Wiekszo$¢ duzych genomowych baz danych zwierzat
gospodarskich zajmuje sie tylko danymi SNP, a jakos¢ danych dotyczacych
genotypowania SNP ma ogromne znaczenie (Wu i in., Evaluation of genotyping
concordance for commercial bovine SNP arrays using quality-assurance samples,
Animal Genetics, 50: 367-371, 2019). Dlatego niniejszy punkt skupia sie na kontroli
jakosci dla tego typu danych genomowych. Potrzebne sg zaréwno sposoby kontroli
jakosci probek jak tez SNP, oraz zacheca sie do wczesniejszego opracowania

systemu na ich potrzeby.
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Dla pracujgcych z danymi genotypowymi istniejg dwie gtdwne obawy. Po pierwsze,
to zapewnienie, ze dane genotypowe same w sobie sg wysokiej jakosci i sg
wiarygodne. Po drugie to zapewnienie, ze genotyp naprawde nalezy do
wymienionego osobnika. Ponizsze zalecane kontrole jakosci bedg dziata¢ w
przypadku wszystkich gatunkéw zwierzat gospodarskich. Podstawowe kontrole
mozna przeprowadzi¢ przy minimalnych informacjach o osobniku, podczas gdy
niektore zaawansowane kontrole wymagajg danych, ktére nie kazdy bedzie posiadat,

takich jak historyczna miejsce pobytu zwierzecia.
Podstawowe kontrole jakosci genotypu dla danych genotypowych opartych na SNP

Genotyp:

1. Podczas analizy twojej populacji wyklucz SNP, ktérych wskaznik wywotania
genotypu wynosi ponizej 90%. Zaleca sie uzycie 500 lub wiecej zwierzat do
okres$lenia wskaznika wywotarn SNP. Chromosom Y SNP powinien miec
okreslony wskaznik wywotania tylko u samcow.

2. Uniewaznij genotyp osobnika, jesli jej ogdlny wskaznik wywotan jest ponizej
<90%. W przypadku genotypow opartych na SNP, takich jak te z chipow Illumina
lub Affymetrix, doktadnos¢ wywotywanych genotypdw jest watpliwa, gdy ogdiny
wskaznik wywotan danego osobnika wynosi <90%.

3. Sprawdz, czy zwierze ma wszystkie trzy klasy genotypow (tj.: AA, AB i BB) w
petnym pliku genotypowym. Jesli brakuje jakiejkolwiek klasy genotypu lub ma
czestotliwos¢ ponizej 20%, uniewaznij caty genotyp.

4. Sprawdz, czy w pliku genotypowym nie ma nieoczekiwanych alleli. Na przyktad
genotypy w formacie AB nie powinny mie¢ T, G, 0, 1, 2 lub 9. Jesli sg obecne,

uniewaznij caty genotyp.
Pochodzenie:

1. Potwierdzenie rodzica (ojca lub matki). Jesli uzyjesz SNP200 lub mniejszego,
wymieniony ojciec bedzie potwierdzony, jesli <1% genotypdw potomstwo-rodzic
jest w konflikcie. Konfliktowy genotyp to sytuacja, w ktérej potomstwo i

wymieniony rodzic majg przeciwne genotypy homozygotyczne.
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2. Walidacja kojarzenia po walidacji rodzicow. Dla wszystkich walidacji pochodzenia
przy uzyciu SNP, gdy zwierze jest heterozygotyczne, jesli dla >1% tych SNP ojca
I matki jest homozygotyczne pod wzgledem tego samego allelu, wowczas
wymienione kojarzenie jest uniewazniane. Moze oznaczac¢ przypadek, w ktérym
potomstwo i jedno z rodzicéw zostaty btednie oznaczone identyfikatorem
drugiego (wiec genotyp potomstwa nalezy do ojca lub matki i odwrotnie). W takich
przypadkach zaleca sie ponowne pobranie prébki DNA i ponowne genotypowanie,

potencjalnie z panelem zawierajgcym wiecej SNP.
Zaawansowane kontrole jakosci dla danych genotypowych opartych na SNP
Zwierze:

1) Wykrycie pokrewienstwa . Wykorzystanie danych SNP do przewidzenia, kto jest
prawdopodobnym rodzicem zwierzecia, moze by¢ bardzo przydatne, ale nalezy
podjaé kroki w celu zapewnienia bardzo wysokiego prawdopodobienstwa, ze
prognoza jest trafna.

Zalecane sg nastepujgce dziatania:

a. Uzywanie SNP 500 lub wiekszych, ktére majg mniejszg czestotliwos¢ alleli
(MAF) powyzej 20% i stawki potgczen powyzej 90%. Zaleca sie obliczenie
MAF dla catej populacji. Przewidywani rodzice powinni mie¢ <1%
wspotczynnika konfliktu ze zwierzeciem.

b. Sprawdz pte¢. Upewnij sie, ze ustanowiono proces zapewniajacy, ze tylko
samce sg przewidywane jako reproduktory, a tylko samice jako matki.

c. Kontrola daty urodzenia. Jesli nie zaznaczysz, ze przewidywany rodzic jest
starszy od zwierzecia wtedy przewidywany osobnik moze w rzeczywistosci
by¢ potomstwem zwierzecia.

d. Réznica wieku. Bydto zwykle osigga dojrzatos¢ ptciowg w wieku 11-12
miesiecy, ale moze to by¢ juz w wieku 8-9 miesiecy, a nawet mtodsze, jesli
zaptodnienie in vitro jest technologig stosowang w populacji. W normalnych
okolicznosciach zaleca sie co najmniej 17 miesiecy miedzy datami urodzenia
zwierzecia a jego przewidywanym rodzicem aby zapewnié, ze przewidywany

rodzic mogt by¢ dojrzaty ptciowo w momencie rozmnazania.
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2)

3)

e. Konflikty SNP w szarej strefie. Wiekszos¢ zwierzat bedzie miata <0,5% lub
>1,5% sprzecznych genotypdw z osobnikiem, gdy przeprowadza sie
wykrywanie pochodzenia. Te majgce <0,5% majg potwierdzong prognoze
pochodzenia, a te majgce >1,5% zostajg wykluczone. Wiekszos¢ zwierzat,
ktére nie przeszlty pozytywnie testu, bedzie miata wskaznik konfliktu >8%. W
przypadku tych zwierzat, ktére majg od 0,5 do 1,5% sprzecznego SNP, gdy
uzywany jest ustalony panel rodzicielski (1j.: lista ICARss4 SNP), zaleca sie,
aby byt uzywany wskaznik konfliktu ze wszystkich dostepnych SNP miedzy
jako rodzic, ale jesli >1%, to nie.

Matryca Relacji Genetycznych (GRM). Jesli prawdziwy rodzic zwierzecia nie jest

genotypowany, nie mozna tego bezposrednio przewidzie¢ ani zweryfikowad.

Genetyczny zwigzek miedzy blisko spokrewnionymi zwierzetami mozna

wykorzysta¢ do zasugerowania potencjalnego rodzica bez genotypu. Do

obliczenia GRM zaleca sie uzycie SNP 7000 lub wiecej. Wyniki GRM NIE
potwierdzajg zwigzku, a jedynie sugerujg. Nalezy zachowac ostroznosc,
poniewaz wartosci GRM mogg by¢ zawyzone dla osobnikéw z inbredem. Petne
rodzenstwo i rodzic-dziecko powinni mie¢ wartosci GRM okoto 50%, podczas gdy

przyrodnie rodzenstwo okoto 25%. Zakres dla kazdej grupy moze réznic¢ sie o 5-

10% od oczekiwanej wartosci.

Przewidywanie ptci. Sposob przewidywania pici zalezy od rodzaju i liczby SNP,

ktére ma zwierze z chromosomow X i Y. Chociaz nie kazdy komercyjny chip

zawiera SNP chromosomu Y, zazwyczaj zawierajg one markery chromosomu X.

a. SNP w regionie pseudoautosomalnym (PAR). Poniewaz oba chromosomy X i
Y zawierajg PAR, SNP z tego regionu nalezy wykluczy¢ z przewidywania ptci.
Jesli granice pozycji PAR nie sg opublikowane dla twojego gatunku, mozna je
z grubsza okresli¢, analizujgc SNP chromosomu X u znanych samcow i samic
i identyfikujgc region, w ktérym MAF u samcéw dla ciggtego zestawu SNP
wynosi > 1%. Regiony niepseudoautosomalne chromosomu X bedg miaty
SNP ze $rednim MAF <1% u samcoéw i >>1% u samic.

b. Przewidywany chromosom X. Uzyj non-PAR SNP, aby okresli¢ wspétczynnik

heterozygotycznosci chromosomu X zwierzecia (liczba heterozygotycznych
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SNP chromosomu X / catkowita liczba chromosomoéw X SNP). Jesli Sredni
wskaznik heterozygotycznosci wynosi <5%, przewidywana ptec¢ to samiec, a
jesli >15% to samica. Jesli wskaznik wynosi od 5 do 15%, przewidywana pte¢
jest nieznana.

c. Przewidywany chromosom Y. Uzywanie SNP chromosomu Y do
przewidywania pfci jest logicznie prostsze, ale wiele komercyjnych chipow ich
nie zawiera. Zatozmy, ze masz SNP na 7 chromosomie Y z wysokim
wskaznikiem potgczen u samcéw, zaleca sie stosowanie nastepujgcej logiki.
Samiec jest przewidywany, gdy wystepuje 6-7 SNP Y; samica jest
przewidywana, gdy wystepuje <1 SNP, a niejednoznaczna ptec jest
przewidywana, gdy wystepuje 2-5 Y SNP.

d. Niejednoznaczne przewidywanie pfci. Jesli jeden zestaw SNP chromosomu
ptci zwraca niejednoznaczng prognoze pici a drugi nie, zaleca sie uzycie tego
drugiego jako przewidywanej ptci. Jesli oba zestawy SNP sg niejednoznaczne,
zwierze moze mie¢ zespot Turnera (X0) lub zespdt Klinefeltera (XXY), w tym
przypadku zaleca sie zwrdcenie niejednoznacznej przewidywanej pfci.

e. Jesli przewidywana ptec z analizy chromosomoéw X i Y nie zgadza sie, zaleca
sie zwrocenie niejednoznacznej przewidywanej pici. Moze to rowniez
wskazywac na mozliwe zwierze z zespotem Klinefeltera (XXY)

f. Wyselekcjonowane stomki z nasieniem Al. Przewidywania pitci nie nalezy
przeprowadzac¢ na DNA uzyskanym ze stomek nasienia Al
wyselekcjonowanych wedtug ptci.

4) Kontrola jakosci potomstwa. Genotypowane i umieszczone w wykazie potomstwo
zwierzecia mozna wykorzystac do identyfikacji potencjalnych przypadkéw, w
ktérych genotyp zwierzecia faktycznie nalezy do innego zwierzecia. Powinny one
by¢ uzywane jako oznaczenia wskazujgce na prowadzenie potencjalnego
dochodzenia, ale zaleca sie tymczasowo uniewazni¢ genotyp zwierzecia do
czasu wyjasnienia . Zalecane progi dla tych oznaczen to:

a) Ojciec Al: Jesli >80% genotypowanego potomstwa nie powiedzie sie, jesl
genotypuje sie >10 potomstwa.

b) Buhaj kryjacy: Jesli >80% genotypowanego potomstwa nie powiedzie sie, jesl
genotypuje sie >5 potomstwa.
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c) Matka: Jesli 100% genotypowanego potomstwa nie powiedzie sie, jesli
genotypuje sie 2 potomkdw, w przeciwnym razie, jesli genotypuje sie >5
potomkow, zastosuj >80%.

5) Zduplikowany genotyp. Jedynym przypadkiem, w ktorym dwoje lub wiecej
zwierzgt powinno mie¢ ten sam genotyp jest sytuacja, w ktorej sg to bliznieta
jednojajowe lub klony. Sprawdzenie czy >1 zwierze ma te same genotypy, jest
uzyteczng kontrolg jakos$ci. Zaleca sie uzycie zestawu SNP do kontroli
pochodzenia do wstepnego badania przesiewowego i dla kazdej pary, ktéra ma
>99% identycznych genotypow, a nastepnie uzycie wszystkich dostepnych SNP,

aby sprawdzic, czy >99% genotypdw pasuje.

Dla celéw standaryzacji w odniesieniu do nomenklatury gendéw lub loci, strona
internetowa jest dostepna pod adresem:

https://www.genenames.org/about/quidelines#genenames a markeréw pod adresem:

http://www.HGVS.org/varnomen.

2 Ustugi ICAR zwigzane z technologia DNA

ICAR oferuje trzy ustugi, ktére sg zwigzane z wykorzystaniem DNA, z ktérych
wszystkie sg powigzane z analizg pochodzenia w takiej czy innej formie,
jak pokazano na Rysunku 1. ,Ustugi ICAR dot. DNA.”, oraz opisane bardziej

szczegotowo w rozdziatach ponizej.
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Rysunek 1. Ustugi ICAR dot. DNA
Ustugi ICAR dot. DNA

3  Akredytacja ICAR dla laboratoriow swiadczacych
ustugi genotypowania DNA
3.1 Wprowadzenie
Biorgc pod uwage potrzebe wysokich standardéw jakosci we wszystkich
zastosowaniach danych molekularnych, ICAR od kilku lat oferuje ustuge akredytacji
opartg na okreslonych minimalnych wymaganiach dla laboratoriéw $wiadczgcych
ustugi genotypowania DNA. Podstawowe wymagania tej akredytacji obejmujg
potwierdzenie minimalnych wewnetrznych standardéw zapewniania jakosci
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zarzgdzania oraz wyniki Rankingu 1 z udziatu w najnowszym, wykonywanym co dwa
lata, miedzynarodowym badaniu biegtosci opracowanym i oferowanym przez

International Society for Animal Genetics (ISAG).

Ponadto takie laboratoria zasadniczo analizujg powstate genotypy aby
przeprowadzi¢ ustugi analizy pochodzenia oparte na mikrosatelitach i/lub SNP, w tym
weryfikacje pochodzenia lub potwierdzenie identyfikacji zwierzat. Taka ustuga
akredydowana przez ICAR byta wcze$niej wykorzystywana do uznania laboratorium
genotypowego jako akredytowanej organizacji w celu zapewnienia funkcji analizy
pochodzenia bez doktadnego sprawdzania technicznej doktadnosci tego dziatania.
Praktycznie od roku 2021 ustugi akredytacji analizy pochodzenia opartej na SNP dla
Centrum Interpretacji Danych DNA zastgpito poprzednig akredytacje 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 istniejgcy proces akredytaciji

laboratoriéw genotypowania pozostanie w mocy.

Ponizsze wytyczne dotyczgce akredytacji sg dostepne w odniesieniu do
genotypowania opartego na mikrosatelitach i SNP u bydta. Minimalne wymagania
dotyczace dodatkowych gatunkdéw i innych testow DNA mogg zosta¢ okreslone w

przyszto$ci.

3.2 Zakres

Niniejsze wytyczne majg na celu akredytacje przez ICAR laboratoriéw
genotypowania, ktére analizujg probki biologiczne pochodzgce od bydta za pomoca
genotypowania opartego na mikrosatelitach i/lub SNP, ktére mogg by¢ nastepnie
wykorzystane do réznych poziomow analizy pochodzenia, imputacji genotypu, oceny
wartosci genomowych oraz innych dziatan zwigzanych ze strategiami selekc;ji
genomowej. Ten proces akredytacji obejmuje takze weryfikacje pochodzenia opartg
na mikrosatelitach poniewaz ICAR nie ustanowit tej ustugi w ramach pakietu
mozliwych akredytacji dla centréw interpretacji danych DNA. W przypadku
laboratoriéw genotypowania, ktére chciatyby otrzymac akredytacje ICAR zwigzang z

weryfikacjg pochodzenia w oparciu o SNP, laboratoria genotypowania muszg teraz
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ztozy¢ oddzielny wniosek do ICAR o jego rownolegtg ustuge akredytacji analizy

pochodzenia dla osrodkow interpretaciji danych DNA, jak opisano ponizej w czesci 4.
3.3 Wytyczne ICAR dotyczace akredytaciji laboratoriow
genotypowania

Proces akredytacji obejmuje nastepujgce kroki:

Whniosek o akredytacje
Uiszczenie odpowiedniej optaty

Przeglad wniosku

o o T

Przyznanie akredytaciji

3.3.1 Whniosek o akredytacje

Laboratoria ubiegajgce sie o akredytacje wytgcznie w przypadku genotypowania i
weryfikacji pochodzenia opartego na mikrosatelitach muszg ztozy¢ wniosek,
pobierajgc i wypetniajac odpowiedni formularz, zgodnie z Zatgcznikiem 2. Formularz
wniosku o badanie pochodzenia bydtfa oparte na mikrosatelitach. Laboratoria
ubiegajgce sie o akredytacje ICAR obejmujgcg genotypowanie oparte na SNP muszg
ztozy¢ wniosek, pobierajgc i wypetniajgc odpowiedni formularz, jak przedstawiono w
Zatgczniku 3. Formularz wniosku o genotypowanie oparte na SNP wymagany do
analizy pochodzenia bydfa. Laboratoria, ktére wczesniej otrzymaty akredytacje ICAR
dla ktorejkolwiek ustugi, moga ponownie ztozy¢ wniosek przed wygasnieciem takiej
akredytacji, korzystajgc ze skroconego formularza odnowienia dostepnego na stronie
internetowej ICAR. Wszystkie formularze zgtoszeniowe, wypetnione doktadnie i
kompletnie oraz uzupetnione o niezbedng dokumentacije, jesli jest to wymagane,

nalezy przesta¢ e-mailem do sekretariatu ICAR na adres dna@icar.org.

3.3.2 Uiszczenie odpowiedniej optaty

Wraz z wypetnionym formularzem aplikacyjnym, wnioskodawca musi rowniez uisci¢
petng odpowiednig optate ustalong przez ICAR i podang w Zatgczniku 4.” Opftaty za
ustugi akredytacji ICAR dla laboratorium DNA”.

3.3.3 Przeglad wniosku
Whniosek zostanie oceniony przez zespot ekspertéw wyznaczonych przez ICAR, ktéry

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

¢. Odrzuci wniosek

W przypadku odrzucenia, laboratorium moze ztozy¢é nowe zgtoszenie w ramach

corocznego naboru ICAR na kolejne wnioski, rok po nieudanym zgtoszeniu.

3.3.4 Przyznanie akredytacji
Akredytacja bedzie udzielana na okres dwdch lat kalendarzowych, z datg waznoSci
31 grudnia drugiego roku po otrzymaniu akredytacji ICAR, jako laboratorium

Swiadczgcemu ustugi genotypowania DNA.

3.3.5 Odnowienie akredytacji

Przed datg wygasniecia jakiejkolwiek istniejgcej akredytacji ICAR,

zwykle w tym samym roku, w ktérym przypada data wygasniecia 31 grudnia,
laboratorium moze ubiegac sie o odnowienie swojej akredytacji, sktadajgc wniosek
zgodnie z opisem w sekcji 3.3.1 powyzej i pomys$inie wykonujgc pozostate kroki

opisane w niniejszej czesci 3.

3.3.6 Akredytacja laboratoriow

Poczawszy od ogtoszenia akredytacji w roku 2022, w celu zapewnienia wysokiej
jakosci systemow zarzgdzania wewnetrznego, obowigzkowym wymogiem w
przypadku akredytacji ICAR opartej na SNP dla laboratoriéw genotypowania jest
akredytacja 1ISO17025 lub réwnowazna. Ponadto, poczgwszy od wezwania w 2022 r
do akredytacji laboratoriow genotypowania dla mikrosatelitow (STR) - akredytacja
podstawowa, certyfikat ISO9001, nie bedzie juz akceptowana i tylko ISO17025, lub
rownowazna akredytacja, bedzie dopuszczalnym poziomem akredytacji w celu
zapewnienia jakosci wewnetrznych systemow zarzgdzania. W roku sktadania
whniosku o akredytacje ICAR jako laboratorium swiadczgce ustugi genotypowania
DNA, wnioskodawca musi przedstawi¢ dowéd akredytacji ISO17025 z datg

wygasniecia 31 pazdziernika nastepnego roku kalendarzowego lub pozniej.

3.3.7 Uczestnictwo i wyniki ring testu
ISAG przeprowadza miedzynarodowy ring test (porownawczy) laboratoriow
genotypowania, oparty na mikrosatelitach i SNP w cyklu dwuletnim, inicjowanym w
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latach parzystych (tj. 2022, 2026 itd.) i omawiajgc wyniki na odbywajgcej sie co dwa
lata konferencji w latach nieparzystych (2023, 2025 itd.).

Uczestnictwo w testach ISAG i wyniki w ramach tych ring testéw muszg zostac
ujawnione a certyfikaty, jesli sg dostepne, dostarczone do ICAR. Wnioskodawcy
muszg rowniez podpisa¢ dokument umozliwiajgcy ISAG bezposrednie ujawnienie
wynikow ring testow dla ICARu. Udziat w dwoch ostatnich ring testach ISAG jest
wymogiem minimalnym do zakwalifikowania do akredytacji ICAR. W przypadku ring
testu mikrosatelitow ISAG, nalezy ujawni¢ wyniki laboratoryjnego genotypowania dla
oficjalnego zestawu 12 mikrosatelitéw ISAG. Komitet ekspertow okresli progi
poprawnosci wynikéw dla kazdego ring testu z nalezytym uwzglednieniem struktury
ring testu i srednich poprawnosci wynikow laboratoriéw w ring tescie w danym roku.
Tylko te laboratoria, ktére uzyskaty status Rangi 1 w ostatnim dwuletnim ring tescie
ISAG, automatycznie bedg kwalifikowaty sie do otrzymania akredytacji ICAR jako
laboratorium genotypujgce. Laboratoria osiggajgce range 2 w ostatnim ring tescie
ISAG mogg kwalifikowac sie do otrzymania akredytacji ICAR wedtug uznania komisji
ekspertow, ale muszg przedstawi¢ dowod posiadania rangi 1 w poprzednich ring
testach ISAG, a takze dokumentacje okres$lajgca przyczyne Wyniku 2. stopnia i
wszelkie powigzane dziatania majgce na celu ztagodzenie podobnych wynikow w
przysztych ring testach ISAG. Laboratoria osiggajgce status nizszy niz Ranga 2 w
najnowszym ring tescie ISAG nie kwalifikujg sie do akredytacji ICAR jako

laboratorium Swiadczgce ustugi genotypowania DNA.

3.3.8 Markery mikrosatelitarne

Nalezy poda¢ nazwy wszystkich mikrosatelitow ustalonych dla wszystkich zwierzat
(zestaw | markeréw) i dodatkowo testowanych w przypadku nierozwigzanego
pochodzenia (zestaw Il markeréw), a takze liczbe zwierzat ustalonych w co najmniej
ostatnich dwoch latach. Minimalny wymdg wymiany miedzynarodowej to komplet 12
oficjalnych markeréw mikrosatelitarnych ISAG. Aby zapewni¢ wystarczajgce
doswiadczenie w laboratorium, jako minimalny wymaog certyfikacji weryfikacji
pochodzenia na podstawie mikrosatelitow nalezy przeprowadzi¢ analize 500 zwierzat

rocznie.
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Zatgcznik 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 dotyczgce weryfikacji pochodzenia w oparciu o mikrosatelity u bydta opisano
w Zatgczniku 6. ,,Zasady weryfikacji pochodzenia w oparciu o mikrosatelity u bydta”.
Prawdopodobienstwo wykluczenia (PE; 2 rodzicéw i 1 rodzica) kazdego z markerow i
kompletnych zestawdw markerow musi zostac obliczone i podane we wniosku.
Nalezy opisac rodzaj populacji i liczbe zwierzat (minimum 150) wykorzystywanych do
obliczen. ICAR zaleca uzywanie Holsztynéw jako grupy referencyjnej, o ile jest 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

Akredytacja ICAR dotyczgca weryfikacji pochodzenia w oparciu o SNP opiera sie na
petnym zestawie 200 SNP wczesniej zalecanych przez ISAG. Nalezy podaé nazwe
wszystkich genotypowanych SNP na wszystkich zwierzetach (zestaw markerow |, w
tym 100 SNP ,podstawowych”) oraz dodatkowych markeréw oznaczanych w
przypadku nierozstrzygnietego pochodzenia (zestaw markerow Il, w tym 100 SNP
,dodatkowy”), a takze liczbe zwierzgt genotypowanych SNP w co najmniej dwéch
ostatnich latach. ICAR zaleca uzycie petnego zestawu 200 SNP do weryfikacji
pochodzenia wszystkich genotypowanych zwierzat (patrz Zatgcznik 7. Lista
zatwierdzonych SNP do weryfikacji pochodzenia bydfa). ICAR moze jednak, w
oparciu o dowody naukowe, zidentyfikowac konkretny problematyczny SNP, ktory
nalezy wykluczy¢ z analizy pochodzenia, jak opisano w dokumentacji ICAR

dotyczgcej akredytacji osrodkow interpretacji danych DNA opisanej w czesci 4.

3.3.10 Nomenklatura markeréw

Nalezy opisa¢ nomenklature dla markeréw. Nomenklatura ISAG jest wymagana dla
oficjalnego zestawu znacznikow ISAG 12, jak réwniez dla zestawu markeréw SNP
ISAG.
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4  Akredytacja organizacji prowadzacych analize
pochodzenia opartag na SNP

4.1 Wprowadzenie

Wraz z pojawieniem sie genotypowania SNP, funkcje genotypowania DNA jako
czynnosci laboratoryjnej mozna oddzieli¢ od funkcji przeprowadzania weryfikacji
pochodzenia i znajdowania rodzicow. W zwigzku z tym ICAR ustanowit odrebng
akredytacje do stosowania wynikow genotypowania opartego na SNP, ktére moga
by¢ podjete przez laboratoria, stowarzyszenia hodowcéw, osrodki oceny genetycznej
i wszelkie inne organizacje zaangazowane w weryfikacje pochodzenia i/lub

przetwarzanie danych dot. genotypoéw SNP.

Weryfikacja i znajdowanie pochodzenia dotyczy wykorzystania wynikow
genotypowania DNA dostarczanych przez laboratoria i wymaga genotypow SNP dla
samego zwierzecia, jego zarejestrowanych rodzicéw i innych potencjalnych rodzicéw
w przypadku znajdowania pochodzenia. Organizacje podejmujgce te funkcje mogg
by¢ dostawcami ustug miedzy laboratoriami, ktére posiadajg akredytacje ICAR do
genotypowania DNA opartego na mikrosatelitach i/lub SNP a uzytkownikami
koncowymi, do ktérych mozna zaliczy¢ zwigzki hodowcow, firmy hodowlane,

hodowcéw i rolnikdw komercyjnych.

Ustugodawcy mogg korzysta¢ z roznych laboratoriow dla réznych ras i/lub gatunkow.
Biorgc pod uwage znaczenie identyfikacji zwierzat i weryfikacji ich pochodzenia 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 procesow
stosowanych przez organizacje wykorzystujgce genotypy SNP u bydta. Minimalne
wymagania dotyczgce dodatkowych gatunkow i innych analiz DNA mogg zostaé

okreslone w przysziosci.
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4.2 Zakres

Niniejsze wytyczne majg na celu akredytacje przez ICAR organizacji
wykorzystujgcych wyniki badan opartych na SNP do analizy pochodzenia u bydta,
ktéra obejmuje weryfikacje pochodzenia, znajdowanie rodzicow i/lub potwierdzenie

identyfikacji zwierzat.

4.3 Akredytacja organizacji przeprowadzajacych analize
pochodzenia

Proces akredytacji ICAR obejmuje nastepujgce etapy:

Whniosek o akredytacje
Uiszczenie odpowiedniej optaty

Przeglad wniosku

o o o p

Techniczne przetwarzanie plikéw z danymi testowymi

e. Przyznanie akredytacji
4.3.1 Wniosek
Organizacje przeprowadzajgce analize pochodzenia opartg na SNP i wnioskujgce
o akredytacje ICAR jako Centrum Interpretacji Danych muszg ztozy¢ wniosek
pobierajgc i wypetniajgc odpowiedni formularz zamieszczony ponizej jako Zatgcznik
8. ,Formularz wniosku dla organizacji starajgcych sie o akredytacje ICAR dla analizy
pochodzenia dla o$rodkdw interpretacji danych DNA”. Formularz ten musi zostac
wypetniony doktadnie i kompletnie, dostarczajgc niezbedng dokumentacje zgodnie z

wymaganiami oraz przedtozony do ICAR wraz z uiszczeniem odpowiedniej optaty.

4.3.2 Przeglad wniosku
Whiosek zostanie najpierw sprawdzony wewnetrznie przez ICAR pod katem jego
kompletnosci, a dodatkowe informacje mogg by¢ wymagalne w razie potrzeby.

Administracja ICAR potwierdzi rowniez otrzymanie stosownej opfaty.

4.3.3 Przetwarzanie techniczne plikow testowych

Whnioskodawca otrzyma zbiér plikdw danych od ICAR za posrednictwem Centrum

Interbull, w celu przetworzenia przy uzyciu swoich istniejgcych procedur do

przeprowadzania analizy pochodzenia, dla ktérej kandydat stara sie o akredytacje

ICAR jako Centrum Interpretacji Danych DNA. Szczegdtowy opis tego etapu jest
28



opisany w Przewodniku Wnioskodawcy o Akredytacje ICAR Analiz Pochodzenia dla
Osrodkéw Interpretacji Danych DNA Zatfgcznik 9. ,,Przewodnik Wnioskodawcy o
Akredytacje ICAR Analiz Pochodzenia dla Osrodkow Interpretacji Danych DNA”.
Aby wnioskodawca odniost sukces w uzyskaniu wymaganej akredytacji ICAR,
procedury przeprowadzania analizy pochodzenia muszg by¢ doktadnie zgodne z
wytycznymi ICAR dotyczgcymi weryfikacji pochodzenia i znajdowania pochodzenia w
oparciu o genotypy SNP, ktore sg rowniez zawarte ponizej w Zatgczniku 10.
~Wytyczne ICAR dotyczgce weryfikacji pochodzenia i wykrywania pochodzenia w
oparciu o genotypy SNP”. Lista SNP, ktéra ma by¢ stosowna do weryfikacji (n=200)
pochodzenia lub wykrywania pochodzenia (n=554), jest dostepna w Zafgczniku 11.
sLista SNP, do stosowania przy weryfikacji pochodzenia lub wykrywania
pochodzenia”. Po zakonczeniu przez wnioskodawce wewnetrznych procedur analizy
pochodzenia w oparciu o otrzymane pliki z wynikami akredytacji plik z danymi nalezy
przesta¢ z powrotem do Centrum Interbull. Dla wnioskodawcy dozwolony bedzie
okres maksymalnie 90 dni kalendarzowych na ztozenie akceptowalnych plikéw

wynikow z powrotem do Centrum Interbull.

4.3.4 Przyznanie akredytacji

Gdy Centrum Interbull otrzyma od wnioskodawcy plik wynikéw analizy pochodzenia,
wtedy zakonczy przeglad techniczny i ustali, czy kandydat pomysinie ukonczyt
akredytacje, czy tez nie. Centrum Interbull poinformuje ICAR o wynikach, a ICAR
wystawi oficjalne powiadomienie. W przypadku, gdy wnioskodawca nie uzyskatby
pozytywnego wyniku akredytacji ICAR, wnioskodawca moze wszczgé nowy wniosek
o akredytacje, wypetniajgc i przesytajgc odpowiednie formularze oraz uiszczajgc

odpowiednig optate, jak to opisano powyze;j.

4.3.5 Odnowienie akredytacji

Przed datg wygasniecia jakiejkolwiek istniejgcej akredytacji ICAR, ktora zbiega sie z
datg dwuletniej rocznicy obecnej akredytacji, wnioskodawca moze ztozy¢ wniosek o
odnowienie swojej akredytacji, sktadajgc wniosek zgodnie z opisem w czesci 4.3.1

powyzej i pomysinie wypetniajgc inne wymagane kroki opisane w niniejszej czesci 4.
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5 Ustuga wymiany genotypoéw - GenoEx-PSE
Praktycznie od roku 2018 ICAR udostepnit ustuge wymiany genotypow do analizy

pochodzenia GenoEx-PSE, oferowang za posrednictwem Centrum Interbull.
Gtéwnym celem tej ustugi jest utatwienie miedzynarodowej wymiany genotypow SNP,
tak aby zatwierdzeni uzytkownicy ustug mogli wykonywac ustugi analizy pochodzenia
na poziomie krajowym w skuteczny sposéb. System baz danych GenoEx-PSE i
interfejs uzytkownika zostat opracowany w celu umozliwienia wymiany genotypow
SNP w celu sprawdzenia pochodzenia lub wykrycia rodzicéw w oparciu o liste SNP
przewidziang w Zatgczniku 11. Lista SNP do stosowania przy weryfikaciji
pochodzenia lub znajdowania pochodzenia.

Aby organizacja mogta zostac¢ zakwalifikowana jako uzytkownik ustugi dla GenoEx-
PSE, musi najpierw otrzymac akredytacje ICAR jako centrum interpretacji danych
DNA. Poziom takiej akredytacji ICAR (tj. wytgcznie w przypadku weryfikacji
pochodzenia opartej na SNP lub w przypadku zaréwno weryfikacji, jak i wykrywaniu
pochodzenia opartego na SNP) powinien okresla¢ najwyzszy poziom SNP, ktéry
moze by¢ wymieniany za posrednictwem ustugi GenoEx-PSE. Szczegdtowe
informacje zwigzane z tg ustugg ICAR mozna znalez¢ na stronie internetowej

GenoEx-PSE pod adresem www.GenoEx.org.

6 LISTA ZALACZNIKOW
Zatacznik 1. Link do markeréw SNP rekomendowanych przez ISAG

do weryfikacji pochodzenia

https://www.icar.org/Guidelines/04-DNA-Technology-App-1-Cattle-SNP-

ISAG-core-additional-panel-2013.xIsx

Zatacznik 2. Formularz wniosku o weryfikacje pochodzenia w

oparciu o mikrosatelity bydta

Prosze odniesc sie tutaj do strony internetowej ICAR dot. formularza wniosku o

akredytacje weryfikacji pochodzenia u bydta opartego na mikrosatelitach.
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https://genoex.org/
https://www.icar.org/Guidelines/04-DNA-Technology-App-1-Cattle-SNP-ISAG-core-additional-panel-2013.xlsx
https://www.icar.org/Guidelines/04-DNA-Technology-App-1-Cattle-SNP-ISAG-core-additional-panel-2013.xlsx
https://www.icar.org/wp-content/uploads/2020/05/02-Annex-II-Genetic_Analysis-Questionnaire-STR-2020.pdf

Zalacznik 3. Formularz wniosku o analize pochodzenia bydta oparta
na SNP

Prosze odniesc sie tutaj do strony internetowej ICAR dla formularza wniosku o
akredytacje analizy pochodzenia u bydta opartej na SNP.

Zalacznik 4.Optaty za ustugi akredytacji ICAR dla laboratorium DNA

Prosze odniesc sie tutaj do strony internetowej ICAR w sprawie optat za ustugi
akredytacji testow DNA.

Zatacznik 5. Mikrosatelity zalecane przez ISAG do weryfikacji

pochodzenia u bydta

Prosze odniesc sie tutaj do strony internetowej ICAR dla listy zalecanych
mikrosatelitow ISAG do weryfikacji pochodzenia u bydta.

Zatacznik 6. Zasady testowania pochodzenia w oparciu o
mikrosatelity u bydia

Prosze odniesc sie tutaj do strony internetowej ICAR w sprawie zasad weryfikacji
pochodzenia u bydfa w oparciu o mikrosatelity.

Zatacznik 7. Lista zatwierdzonych SNP do weryfikacji pochodzenia
u bydta

Prosze odniesc sie tutaj do strony internetowej ICAR do listy zatwierdzonych przez
ICAR 200 SNP do weryfikacji pochodzenia u bydta.

Zatacznik 8. Formularz wniosku dla organizacji starajacych sie o
akredytacje ICAR dla analizy pochodzenia dla osrodkéw
interpretacji danych DNA

Prosze odniesc sie tutaj do strony internetowej ICAR dot. formularza wniosku dla
organizacji ubiegajgcych sie o status akredytacji ICAR jako osrodka interpretacji
danych DNA.

Zatacznik 9. Przewodnik Wnioskodawcy o Akredytacje ICAR Analiz
Pochodzenia dla Osrodkéw Interpretacji Danych DNA
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https://www.icar.org/wp-content/uploads/2022/05/Annex-V-Application-Form-for-SNP-Accreditation.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/
https://www.icar.org/wp-content/uploads/2018/05/03-Annex-III-ISAG-microsatellites.pdf
https://www.icar.org/wp-content/uploads/2015/08/Annex-I-guidelines-microsats.pdf
https://www.icar.org/Guidelines/04-DNA-Technology-App7-SNP-list-for-parentage-verification.pdf
https://www.icar.org/wp-content/uploads/2016/10/6-Annex-V-Application-Form-forICAR-Accreditation-of-DNA-Centres.pdf

Prosze odniesc sie tutaj do strony internetowej ICAR w celu uzyskania przewodnika
dla wnioskodawcow dotyczgcego akredytacji ICAR dla analizy pochodzenia dla
osrodkow interpretacji danych DNA.

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

Prosze odniesc sie 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 odniesc sie tutaj do strony ICAR, aby wyswietli¢ liste SNP, ktéra ma byc¢
uzyta do weryfikacji pochodzenia lub wykrywania pochodzenia.
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https://www.icar.org/wp-content/uploads/2015/08/Annex-IV-guidelines-SNPs.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/
https://www.icar.org/Guidelines/04-DNA-Technology-App-11-SNP-list-for-parentage-verification-or-discovery.pdf

