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Watpliwosci co do ojcostwa szcze-
nigt moga pojawic¢ sie réwniez
u suk skojarzonych w wyniku ce-
lowego doboru, np. w sytuacji, gdy
przypuszczalnie miato miejsce nie-
zaplanowane pokrycie przez nie-
wtasciwego samca. W skrajnych
przypadkach praktykowane przez
nierzetelnych hodowcow umysi-
ne i nielegalne ,podstawianie”
szczenigt z takiego miotu oraz ich
sprzedaz z fatszywym rodowodem
stanowig problem, z ktorym styka-
ja sie niektore zwigzki hodowcow.
Dlatego zarowno wsréd hodowcow,
jak i zwigzkéw hodowlanych ist-
nieje duze zainteresowanie moz-
liwoscig dokladnego stwierdzenia
pokrewienstwa oraz efektywnej
kontroli rodowodow. Do tej pory
w razie braku pewnosci co do po-
krewienstwa lub watpliwosci co
do prawdziwosci rodowodu postu-
giwano sie tradycyjnymi metoda-
mi opartymi na podziale krwi na
grupy i typy.
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Podobnie jak u ludzi, rowniez w przypad-
ku psow istnieje od niedawna mozliwo$¢
stwierdzenia pokrewienstwa i ustalenia
ojcostwa za pomoca badania DNA. W po-
réwnaniu z tradycyjnym badaniem sero-
logicznym pod katem grupy krwi analiza
DNA jest znacznie dokladniejszym bada-
niem i daje pewnosc rzedu ponad 99,9%.
Metoda ta zostanie opisana w dalszej cze-
$ci na autentycznym przykladzie.

OPIs PRZYPADKU

Po skojarzeniu ze specjalnie dobranym
reproduktorem suka rasy eurasier ucie-
kla na krotki czas z miejsca zamieszka-
nia. U suki rozpoznano ciaze. Nastepnie
suka si¢ oszczenila, a miot liczyt 8 szcze-
niat. Jedno ze szczeniat znacznie roznito
si¢ fenotypem od pozostatych szczeniat,
w wyniku czego nasunglo sie podejrze-
nie, Ze ojcem co najmniej jednego szcze-
nigcia moze by¢ obcy samiec. Przed
zarejestrowaniem szczeniat w ksiedze
hodowlanej nalezalo wyjasni¢ kwestie
pochodzenia szczeniat.

Do analizy DNA pobrano wymazy
ze $luzowki policzka od szczeniat, suki
1 reproduktora. Dla kazdego ze szcze-
niat sporzadzono indywidualny profil
DNA, a nastepnie profile te porownano
z profilami suki i reproduktora. Analiza
DNA wykazala jednoznacznie, ze zad-
ne ze szczeniat nie pochodzi od repro-
duktora.
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SprorzADZENIE PROFILI DNA
= TOZSAMOSC ZWIERZECIA

Z materialu pobranego do badania, kto-
rym moga by¢ na przyklad komorki
sluzowki policzka, izoluje sie material
genetyczny, czyli DNA. Wyizolowanie
DNA jest mozliwe ze wszystkich ko-
morek posiadajacych jadro. Do tego
celu nadaje si¢ rowniez krew z dodat-
kiem EDTA. Przy pomocy metody PCR
(czyli tancuchowej reakcji polimerazy)
w probowce powiela sie tzw. sekwencje
mikrosatelitarne. Sekwencje mikrosa-
telitarne to fragmenty DNA, ktore u po-
szczegolnych osobnikow roznia sie dhu-
goscia. Roznice te mozna zmierzy¢ przy
pomocy analizatora. W zaleznosci od
systemu sekwencji mikrosatelitarnych
rozroznia sie pietnascie roznych warian-
tow dlugosci. Ogolna zasada jest taka, ze
im wigcej systemow sekwencji mikrosa-
telitarnych podda si¢ analizie, tym do-
kladniejszy 1 bardziej indywidualny jest
profil DNA danego osobnika. Taki in-
dywidualny profil DNA jest punktem
wyjsciowym wszelkich analiz shuzacych
ustaleniu pochodzenia.

Do sporzadzenia profilu DNA ko-
nieczne jest zbadanie co najmniej oSmiu
systemow sekwencji mikrosatelitar-
nych. Nastepnie na podstawie uzyska-
nych danych dla kazdego psa sporzadza
si¢ indywidualny 1 dajacy sie powielaé
kod liczbowy.
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WETERYNARIA W PRAKTYCE

PRZEWODNIK...

Kazdy osobnik ma swoj niepowtarzal-
ny profil DNA. Rozni sie on nawet wérod
rodzenstwa.

Jezeli zbadanych zostalo osiem se-
kwencji, wowczas prawdopodobienstwo
przypadkowej zgodnosci kodu u dwoch
niespokrewnionych ze soba zwierzat
wynosi 1-50 milionow. Profil DNA jest
niezmienng cecha genetyczna, ktora
umozliwia jednoznaczna identyfikacje
pojedynczego osobnika.

BADANIE POKREWIENSTWA

= CZY OJCIEC JEST OJCEM?
Celem badania pokrewienstwa jest usta-
lenie na podstawie profilu DNA, czy po-
tencjalni rodzice zwierzecia sa rzeczywi-
Scie jego rodzicami biologicznymi.

Potomstwo dziedziczy material gene-
tyczny w polowie po matce i po ojcu. Jezeli
znana jest matka, to wszystkie czesci pro-
filu DNA potomstwa, ktore nie pochodza
od matki, musialy zosta¢ odziedziczone
po ojcu. Jezeli nie zgadza sie chocby jeden
fragment w profilu DNA, wowczas moz-
nazwysokim prawdopodobienstwem wy-
kluczy¢ ojcostwo. Zasada ta obowiazuje
analogicznie w odwrotnym przypadku —
czyli w odniesieniu do matki.

W systemie sekwencji mikrosateli-
tarnych D9 istnieje jeszcze mozliwosc,
ze ojcem jest reproduktor. Natomiast
wyniki uzyskane w systemach D3, D6
i D7 przecza ojcostwu reproduktora.
Na przyklad w systemie D6 szczenie-
ta 1.12. otrzymaly od ojca wariant dtu-
gosci 289, szczenie 3. wariant 273, lecz
u reproduktora nie wystepuje ani wa-
riant 289 ani 273.

PRZYPADEK EURASIERKI
Tabela 1 przedstawia wyznaczone profile
DNA matki, reproduktora i trzech szcze-
niat. System sekwencji mikrosatelitar-
nych sklada si¢ zawsze z wariantu dhu-
gosci pochodzacego od ojca i wariantu
dlugosci pochodzacego od matki. Szcze-
ni¢ musi posiada¢ jeden z wariantow dhu-
gosci matki i jeden z wariantow dlugosci
okreslonego systemu sekwencji ojca.
Jezeli szczenie posiada inne warianty
dlugosci, nalezy wykluczy¢ pokrewien-
stwo z potencjalnym ojcem lub matka.

U kazdego ze wspomnianych trzech
szczeniat eurazjerki w szesciu z dzie-
wieciu badanych systemow sekwencji
mikrosatelitarnych stwierdzono wa-
rianty dlugosci odmienne od warian-
tow reproduktora. Na przyklad w sys-
temie D3 warianty 108 i 112 obecne
u szczeniat nie moga pochodzi¢ od re-
produktora. W ten sposob wykluczone
zostalo pokrewienstwo szczeniat i re-
produktora.

Co JEST POTRZEBNE

DO BADANIA?

Ogolnie rzecz biorac, do badania nadaje
sie kazdy material organiczny zawieraja-
cy DNA. Do sporzadzenia profilu DNA
uzywa si¢ zwykle probki krwi z EDTA
(ok. 0,5 ml) lub wymazu ze $luzowki po-
liczka. Badanie pokrewienstwa polega na
porownaniu kodu genetycznego potom-
stwa 1 potencjalnych rodzicow. Dlatego
do badania niezbedny jest material po-
brany zaréwno od szczeniat, jak rowniez
ich ojca 1 matki.

U JAKICH RAS

MOZNA WYKONAC BADANIE?
Zasadniczo metoda ta jest optymalnym
sposobem na okreslenie pochodzenia
u psow kazdej rasy, u ktorej wystepu-
je wystarczajaca liczba zdefiniowanych
polimorficznych sekwencji mikrosate-
litarnych.

Poniewaz na miarodajnos¢ tej me-
tody znaczny wplyw ma czestotliwos¢
wystepowania w danej populacji ba-
danych cech, czyli wariantow dlugo-
sci, czestotliwosé te nalezy wyznaczyc
na podstawie reprezentatywnego ba-
dania. Metode oparta na sekwencjach
mikrosatelitarnych stosuje si¢ obecnie
rutynowo u psow takich ras, jak jam-
nik, west highland white terrier, parson
jack russel terrier, eurasier 1 owczarek
niemiecki.

Lista ras psow, wsrod ktorych istnieje
zapotrzebowanie na badania pokrewien-
stwa, stale si¢ wydluza. Badanie wyklu-
czajace 0jcostwo jest mozliwe u psow
wszystkich ras, o ile dostepny jest ma-
terial genetyczny szczeniat, suki 1 obu
samcow.

ProriL DNA JAko PODSTAWA

DO USTALENIA POKREWIENSTWA

I TOZSAMOSCI U KOTOW

Po wprowadzeniu badan DNA jako na-
rzedzia umozliwiajacego ustalenie pokre-
wienstwa i tozsamosci u psow, koni i krow
obecnie mozna je wykonywac rowniez
u kotow. Metoda ta daje najwieksza pew-
nosc¢ co do pokrewienstwa i1 pochodzenia
cennych kotow hodowlanych.

W tym celu dla kazdego kota sporza-
dza si¢ indywidualny 1 niemozliwy do
podrobienia profil DNA, ktory nie ulega
zmianie przez cale zycie zwierzecia i jest
mozliwy do odtworzenia z roznych tka-
nek rowniez po $mierci zwierzecia.

Dzigki temu mozliwa jest weryfika-
cja, czy potencjalna matka lub ojciec
kociecia faktycznie sg rodzicami bio-
logicznymi. d
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System
sekwencji D1 D2 D3 D6 D7 D8 D9 D12 D13
mikrosatelitarnych
badane zwierze

suka 109;113 | 117;123 | 104;104 | 273;289 | 178;186 | 230;234 | 162;164 | 137;150 | 167;167
szczenie 1. 109;113 | 123;123 | 104;112 | 289;289 | 186;186 | 226;230 | 162;170 | 137;150 | 167;212
szczenie 2. 109;113 | 123;132 | 104;108 | 289;289 | 178;186 | 230;234 | 154;174 | 137;137 | 167;212
szczenig 3. 109;113 | 123;132 | 104;108 | 273;273 | 178;178 | 230;234 | 154;162 | 150;150 | 167;208
reproduktor 109;109 | 123;123 | 100;104 | 268;268 | 174;182 | 230;234 | 154;170 | 147;147 | 224,267

Tabela 1. Wyznaczone profile DNA
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