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Celem badan bylo scharakteryzowanie struktury genetycznej Swin przy zastosowaniu sek-
wencji mikrosatelitarnych DNA. Przebadano tqcznie 200 Swin pigciu ras: wielkiej biatej
polskiej, polskiej bialej zwistouchej, Duroc, Pietrain i linii 990. Reakcje PCR typu multi-
pleks przeprowadzono jednoczesnie dla czterech loci (SW193, SW492, SW1067, SW1129)
poltozonych na 6 chromosomie. Dla scharakteryzowania struktury genetycznej badanych
ras Swin wyliczono frekwencje alleli i genotypow. Allel o najwyzszej frekwencji 0,83 wy-
stgpil w locus SW193, a najnizszej w locus SW1067. W oparciu o wyznaczone parametry
zostal wyznaczony dystans genetyczny. Najnizszy dystans obserwowano dla rasy wbp i linii
990.

Produkcja uzyskana od liczebnie okreslonej populacji zalezy nie tylko od wa-
runkow Srodowiskowych, ale przede wszystkim od warto$ci genetycznej zwierzat.
W zwigzku z tym konieczne stato si¢ prowadzenie prac hodowlanych, majacych na
celu poprawe pogtowia pod tym wzgledem. W przypadku trzody chlewnej kierunek
prac hodowlanych zostat wczesniej ustalony ze wzgledu na jej jednostronne uzytko-
wanie. Jednak na przestrzeni dziesigtek lat wymagania zwigzane ze sktadem tuszy,
a co za tym idzie, ich strukturg genetyczna, ulegaly zmianie. Doskonalenie zwierzat
hodowlanych polega na selekcji osobnikow odznaczajacych si¢ takim genotypem,
ktéry bedzie warunkowal wystgpienie cech pozadanych przez hodowce. Ilosciowe
oszacowanie genetycznej roznorodnosci wewnatrz i migdzy populacjami stato si¢
réwniez elementem niezbednym w planowaniu prac zwigzanych z odnowa zasobow
genetycznych rodzimych ras i reintrodukcji zagrozonych gatunkow zwierzat, jak row-
niez do monitorowania trendow genetycznych badanych populacji.

Poczatkowo do okreslenia struktury genetycznej populacji wykorzystywano mar-
kery klasy I, takie jak grupy krwi czy tatwo identyfikowalne enzymy krwi (Van Ze-
veren i in., 1990; Rohrer i in., 1997). Jednakze od kilkunastu lat w tego rodzaju anali-
zach wykorzystuje si¢ markery klasy II, jak polimorfizm fragmentow restrykcyjnych
oraz sekwencje mini- i mikrosatelitarne. Te ostatnie stanowia najliczniejsza grupe
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1 najczesciej obecnie brane sg pod uwage w badaniach struktury genetycznej. Dzieki
nim mozemy wyznaczy¢ heterozygotyczno$¢ poszczegodlnych ras §win oraz okresli¢
dystans genetyczny pomiedzy interesujacymi nas populacjami (Martinez i in., 2000;
Zhao i in., 1999; Laval i in., 2000).

W przeprowadzonych badaniach podjeto probe charakterystyki struktury gene-
tycznej ras §win: wielka biata polska (wbp), polska biata zwistoucha (pbz), Duroc,
Pietrain oraz linii 990. Zwierzeta zostaty podzielone na genotypy przy pomocy czte-
rech markeréw mikrosatelitarnych SW193, SW492, SW1067, SW1129, ktore poto-
zone sg na chromosomie szostym w poblizu genu RYRI, zmapowanego na tym chro-
mosomie w pozycji 6pl11-6q21 (Schmoelzl i in., 1996). Otrzymane wyniki okresla,
ktore z markeréw mikrosatelitarnych charakteryzujg sie duza polimorficznoscia oraz
jak duzy dystans genetyczny istnieje pomi¢dzy badanymi rasami.

Material i metody

Material do analizy stanowily probki krwi pobrane od 200 loszek ras: polskiej
biatej zwistouchej (n = 50), wielkiej biatej polskiej (n = 59), Duroc (n = 25), Pietrain
(n = 29) 1 linii 990 (n = 39) testowanych w Stacji Kontroli Uzytkowosci Rzeznej
Trzody Chlewnej w Pawlowicach. Przy wyborze zwierzat do badan kierowano si¢
tym, aby pochodzity one z r6znych ferm, od réznych par rodzicielskich. Wszystkie
$winie zostaly zgenotypowane przy uzyciu 4 markeréw mikrosatelitarnych: SW193,
SW492, SW1067, SW1129.

Izolacje DNA przeprowadzono z wykorzystaniem Wizard® Genomic DNA Puri-
fication Kit. Do kazdego markera mikrosatelitarnego dobrano sekwencje starterowe
wyznakowane znacznikami fluorescencyjnymi typu ,,well red” (Rohrer i in., 1994).

Ze wzgledu na zblizong temperature przylaczania starterow (anniling) wszystkich
loci markerowych mozliwa byta jednoczesna amplifikacja DNA w reakcji typu mul-
tipleks. Reakcje te przeprowadzono w objetosci 10 pl dla pojedynczej probki. Mie-
szanina reakcyjna zawierata: 3 mM MgCl,, 0,4 mM dNTP, 1 pl buforu (10x), startery
0,05 mM SW193, 0,2 mM SW492, 0,4 mM SW1067, 0,2 mM SW1129, 100 ng DNA
12 U polimerazy Amplitaq Gold. Warunki amplifikacji dla wybranych /oci mikrosate-
litarnych byly nastepujace: denaturacja wstepna: 10 min w 95°C, 30 cykli 30 s 94°C,
30 s 57°C, 30 s 72°C, wydhuzanie 5 min w 72°C. Znaczniki fluorescencyjne wyko-
rzystane do znakowania konca 5 jednego ze starteréw z kazdej pary przedstawione
zostaty w tabeli 1. Standard wielkosci CEQ™ DNA Size Standard 600 wyznakowany
zostat znacznikiem fluorescencyjnym D1. Uzyskane fragmenty, w celu weryfikacji
wielko$ci, zostaty rozdzielone w denaturujgcym zelu poliakrylamidowym z wykorzy-
staniem metody elektroforezy kapilarnej w sekwenatorze CEQ™8000 Genetic Ana-
lysis System firmy Beckman Coulter (rys. 1). Wielko$¢ analizowanych fragmentoéw
DNA okreslono w parach zasad za pomocg komputerowego programu CEQ System.

Dla zobrazowania struktury genetycznej badanych ras §win uzyskane wyniki zo-
staty przetworzone w programie statystycznym POPGENE (wersja 3.2.), dzigki kt6-
remu oszacowano frekwencje alleli i genotypéw. W oparciu o dystans genetyczny
(Nei i Roychoudhury, 1974) z wykorzystaniem metody skupienia parami UPGM
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(Unweigted Pair Group Method) zostato utworzone drzewo filogenetyczne przedsta-
wiajace pokrewienstwo pomiedzy badanymi rasami.

Tabela 1. Wybrane sekwencje mikrosatelitarne dla trzody chlewnej (Rohrer i in., 1994)
Table 1. Some microsatellite sequences for pigs (Rohrer et al., 1994)

ZnaczmkA Przedziat Numer Wielkos¢ Sekwencje starterow (5'—3")
fluorescencyjny| (pz) . (pz) NP
Locus akcesyjny . Starter sequences (5°—3")
Fluorescent Range Access 1o Size
marker (bp) ‘| (bp)
SW1067 D3 144-175 AF235183 18  F:TGC TGG CCA GTG ACT CTG
20  R:CCG GGG GAT TAA ACA AAA AG
SW492 D2 118-146 AF235311 22 F:TCC ATC AGC TCA CAT AGT TAG C
20  R:ACC ATG ACA GGA ACT CCG AG
SW1129 D4 127-155 AF235199 22 F:GAT CAT ATG AGG AAA AGA ATGT
22 R:GTC ACA GGG GGA ACACCTTAAT
SW193 D4 101-109 AF235233 22 F:TGC CAT CCT TTC TTT CAT TAC G
20  R:TCA CTC TGA GGG GTC CTG AC
4-1 136-2 pb=z=.F0O3_06112207YB
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Rysunek 1. Obraz po rozdziale elektroforetycznym w sekwenatorze CEQ™S8000
Figure 1. Image obtained after electrophoretic separation in a CEQTM8000 sequencer

Wyniki

Liczbe alleli 1 genotypdéw oraz przedzial wielkos$ci alleli zestawiono w tabeli 2.
Zidentyfikowano 22 warianty polimorficzne w czterech /loci mikrosatelitarnych. Licz-
ba alleli dla poszczegolnych locus wahata si¢ od 2 (locus SW193) do 7 (loci SW492
1SW1067). Najwyzsza liczba genotypdéw w badanych rasach charakteryzowat si¢ mar-
ker SW1067. Siedem ze wszystkich oznaczonych alleli, biorac pod uwage wszystkie
loci, wystapito bardzo rzadko, z frekwencjg ponizej 0,10.
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Tabela 2. Liczba alleli (A) i genotypdéw (G) oraz przedziat wielkosci alleli dla kazdego
z markeréw mikrosatelitarnych dla wszystkich badanych ras
Table 2. Number of alleles (A) and genotypes (G) and allele size ranges for each microsatellite marker

and pig breed
Przedziat wielkosci
Locus A G Raigzli)gzzlfele

sizes (bp)
SW193 2 3 101-107
SW492 7 17 112-146
SW1067 7 26 145-171
SW1129 6 19 123-151

Frekwencje dla poszczegolnych alleli przedstawiono w tabelach 3—6. Najnizszym
polimorfizmem charakteryzowal si¢ locus SW193, w ktérym zidentyfikowano 2 alle-
le o dtugosci 101 1 107 pz. Najczesciej obserwowano allel 101 pz ($rednia frekwen-
cja wynosita 0,83), allel o dtugosci 107 pz wystepowat rzadko, tylko w rasie pbz
z wyjatkowo wysokg frekwencjg — 0,38. Najwyzszym polimorfizmem cechowaty si¢
loci SW492 i SW1067, u ktérych stwierdzono po 7 alleli. W locus SW492 dlugosé
alleli wynosita od 112 pz do 146 pz, a czgsto$¢ wystepowania alleli wahata si¢ od
0,016 dla 112 pz do 0,44 dla 146 pz. Réwniez w poszczegodlnych rasach stwierdzono
rozng frekwencje wystepowania alleli. W rasie wbp najwyzsza zaobserwowano dla
allelu o dtugosci 146 pz, w rasie Pietrain — 142 pz, Duroc — 146 pz, linii 990 — 132 pz
i pbz — 116 pz. Nalezy rowniez zaznaczy¢, ze tylko allele o dtugosci 116 pz, 132 pz
i 146 pz wystepowaty u wszystkich rasy. Natomiast w locus SW1067 dtugos¢ alleli
wynosita od 145 pz do 171 pz. Najnizszg frekwencjg oznaczat si¢ najkrotszy allel
(0,05), najwyzsza 163 pz (0,32). W rasie wbp najwyzszg frekwencj¢ stwierdzono dla
allelu o dlugosci 163 pz, w rasie Pietrain — 159 1 163 pz, Duroc — 159 pz, linii 990 —
163 pz, pbz — 155 pz. Ponadto w linii 990 w tym locus nie wykazano allelu 145.
W locus SW1129 zidentyfikowano 6 alleli o dtugosci od 123 do 151 pz, a $rednia ich
frekwencja wahata si¢ od 0,12 do 0,194. Najczesciej wystepowat allel 151 pz w rasie
pbz (0,5).

Tabela 3. Frekwencja alleli dla locus SW193
Table 3. Allele frequency for locus SW193

SW193
Rasa/Breed Allele (pz)'bp

101 | 107
wbp/PLW 0,966 0,034
Pietrain 0,862 0,138
Duroc 0,979 0,021
Linia 990/Line 990 0,79 0,21
pbz/PL 0,62 0,38

Srednia frekwencja/Mean frequency 0,83 0,17
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Tabela 4. Frekwencja alleli dla locus SW492
Table 4. Allele frequency for locus SW492

SW492

Rasa Allele (pz)/(bp)

Breed 2 | one | o122 | 12 | 142 | 44 | 146
whp/PLW 0,068 0,068 0,017 0,025 0076 0,17 0,576
Pietrain X 0,224 X 0,035 0,414 0,19 0,14
Duroc X 0,125 0,021 0,063 X X 0,792
Linia 990/Line 990 0,013 0,171 0,184 0,79 X 0,066 0,487
pbz/PL X 0,46 X 0,12 X 0,19 0,23
Srednia frekwencja 0,016 0,21 0,044 0,064 0,098 0,12 0,44
Mean frequency

Tabela 5. Frekwencja alleli dla locus SW1067

Table 5. Allele frequency for locus SW1067

SW1067
Rasa/Breed Allele (p2)/(bp)

45 | 155 | 150 | 11 | 163 | 165 | 17
wbp/PLW 0,009 0,203 0,11 0,017 0,593 0,059 0,009
Pietrain 0,103 0,155 0241 0,069 0,241 0,052 0,138
Duroc 0,021 0,167 0,563 0,021 0,104 0,083 0,042
Linia 990/Line 990 X 0,211 0,013 0,184 0,421 0,079 0,092
pbz/PL 0,1 0,34 0,06 0,15 0,26 0,01 0,08
Srednia frekwencja 0,05 0,22 0,2 0,08 0,32 0,06 0,07
Mean frequency

Tabela 6. Frekwencja alleli dla locus SW1129

Table 6. Allele frequency for locus SW1129

SW1129
Rasa/Breed Allele (p2)/(bp)

123 139 4 | | 145 151
wbp/PLW 0,136 0,415 0,068 0,059 0,102 0,22
Pietrain 0,276 0,069 0,138 0,138 0,19 0,19
Duroc 0,063 0,04 0,313 0,188 0,375 0,02
Linia 990/Line 990 0,11 0,12 0,197 0,145 0,395 0,04
pbz/PL 0,02 0,21 0,01 0,12 0,14 0,5
Srednia frekwencja 0,12 0,17 0,145 0,13 0,24 0,194

Mean frequency

Tabela 7 prezentuje genotypy o najwyzszej frekwencji w poszczegolnych loci.
Najwyzsza frekwencje odnotowano dla genotypu 101/101 w locus SW193 (68%). Na-
tomiast w tabeli 8 zestawiono genotypy o najwyzszej frekwencji dla poszczegdlnych
ras we wszystkich markerowych loci. W tym wypadku najwyzsza frekwencje¢ zaob-
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serwowano roéwniez dla genotypu 101/101 w locus SW193 w rasie Duroc (95,8%),
cho¢ rowniez u innych ras genotyp ten wystepowat z wysoka frekwencja.

Tabela 7. Genotypy (G) o najwyzszej frekwencji (F) dla poszczegélnych locus
Table 7. Genotypes (G) with the highest frequency (F) for particular /oci

Locus G (;))
SW193 101/101 68
SW492 146/146 32
SW1067 163/163 22
SW1129 139/145 12

Tabela 8. Genotypy (G) o najwyzszej frekwencji (F) dla poszczegdlnych ras we wszystkich
loci markerowych
Table 8. Genotypes (G) with the highest frequency (F) for particular breeds at all marker /oci

Rasa — Breed
. Linia 990/Line 990
Locus wbp/PLW (59) Pietrain (29) Duroc (25) (39) pbz/PL (50)
F F F F F
Sl ] 9w S lw] S e ] Y |®

SW193 101/101 93,2 101/101 72,4 101/101 95,8 101/101 60,5 101/107 68
SW492 146/146 49,2 116/142 27,6 146/146 70,8 146/146 28,9 116/116 26
SW1067 163/163 44,1 159/163 20,7 159/159 41,7 163/163 26,3 155/163 18

SW1129 139/151 18,6 123/145 20,7 141/141; 25 145/145 23,7 151/151 28
145/145

Podobienstwo i dystans genetyczny wyliczone zostato z wykorzystaniem metody
wedhug Nei'a i Roychoudhury’ego (1974). Wyniki przedstawiono w tabeli 9. Drzewo
filogenetyczne zostalo utworzone w oparciu o metod¢ skupienia parami — UPGM
(Unweigted Pair Group Method) (rys. 2). Najnizszy dystans genetyczny (0,12) uzy-
skano pomig¢dzy rasg wbp i linig 990. Ponadto linia 990 charakteryzowata si¢ niskim
dystansem genetycznym w stosunku do rasy Duroc (0,17) i Pietrain (0,21). Najwyz-
szy natomiast uzyskano pomiedzy rasami pbz i Duroc (0,49). Najbardziej oddalong
rasg od innych na drzewie filogenetycznym jest rasa polska biata zwistoucha, dla
ktorej dystans genetyczne wynosi ok. 0,30 w stosunku do pozostatych ras §win.

Tabela 9. Dystans genetyczny pomiedzy rasami
Table 9. Genetic distance between the breeds

;ZZ whp/PLW Pictrain Duroc 990 Pbz/PL
whp/PLW —
Pietrain 0,2130 okl
Duroc 0,2293 0,2759 s
990 0,1249 02192 0,1717 sk

pbz/PL 0,2716 0,2587 0,4892 0,2532 Rk
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wbp
| Linia 990

Duroc

Pietrain

pbz

4,1 1,78 3,78 6,24

Rysunek 2. Dystans genetyczny pomiedzy polskimi rasami hodowlanymi
Figure 2. Genetic distance among Polish pig breeds

Omowienie wynikéw

Markery mikrosatelitarne staly si¢ bardzo popularne w badaniach nad struktura
genetyczng populacji. W populacji rodzimych ras trzody chlewnej w Chinach wyko-
rzystano /oci mikrosatelitarne rekomendowane przez Food and Agriculture Organi-
zation (FAO) i International Society for Animals Genetic (ISAG). Badania te miaty
na celu scharakteryzowanie ras chinskich pod wzgledem heterozygotycznosci, fre-
kwencji poszczegdlnych alleli i zobrazowanie przy pomocy drzewa filogenetycznego
dystansu pomiedzy poszczegolnymi populacjami (Yang i in., 2003). Polecane przez
FAO markery mikrosatelitarne cieszyly si¢ duzym zainteresowaniem takze w innych
osrodkach naukowych. W Chorwacji przy ich pomocy udowodniono mate zrdzni-
cowanie w puli genetycznej rodzimej rasy Turopolje (Harcet i in., 2006), natomiast
w Czechach przetestowano dzigki nim zréznicowanie struktury genetycznej w rasach
wykorzystywanych w hodowli (Putnova i in., 2003).

Przeprowadzone badania miaty na celu scharakteryzowanie struktury genetycznej
krajowych ras §win oraz przetestowanie przydatnosci markerow mikrosatelitarnych.
Najwyzszg polimorficzno$cia charakteryzowato si¢ locus SW1067, w ktorym ziden-
tyfikowano 7 alleli o dlugosci od 145 do 171 (najczesciej wystepujacym byt 163 pz
1 wystepowat z frekwencja 0,32). Podobne wyniki uzyskano, badajac populacje euro-
pejskie, gdzie wykryto w locus SW1067 siedem alleli, a ich przedziat wielkoséci mies-
cit si¢ w granicach 144 do 175 (Groenen i in., 2003). W zwiazku z tym byto ono naj-
bardziej przydatne do wykazania r6znic w obregbie puli genetycznej poszczegdlnych
ras. Locus SW193 posiadato tylko dwa warianty alleli, co uniemozliwialo wykazanie
zréznicowania struktury genetycznej badanych grup zwierzat, dlatego tez marker ten
zostat uznany za nieprzydatny w tego rodzaju analizach.

Badane $winie charakteryzowaly si¢ stosunkowo wysoka frekwencja poszczegol-
nych alleli w czterech z badanych loci, np. dla locus SW492 allel o wielko$ci 146
wystapit az z 44% frekwencja. Ponadto stwierdzono, ze nie wszystkie allele wyste-
powaty w poszczegolnych loci. Przyktadowo allel o dtugos$ci 142 pz w locus SW492
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wystapil tylko w rasie wbp 1 Pietrain, a o dtugosci 112 pz w rasie: wbp 1 linii 990.
Mozna przypuszczac, ze allel 112 pierwotnie pojawil si¢ w rasie wielkiej biatej pol-
skiej 1 zostat pozniej przekazany linii 990. Natomiast w locus SW1067 nie zidentyfi-
kowano allelu 145 pz u $win linii 990.

Przeprowadzone badania umozliwily wyznaczenie dystansu genetycznego pomig-
dzy poszczegdlnymi rasami. Otrzymane wyniki odzwierciedlity pochodzenie synte-
tycznej linii 990, ktora stanowi ok. 3% pogtowia §win w Polsce. Przy jej tworzeniu
wykorzystano lochy 3 ras: wielkiej bialej polskiej, belgijskiej zwistouchej i Duroc
oraz knury ras: wielkiej biatej polskiej, belgijskiej zwistouchej, Duroc, Hampshire
oraz Landrace niemiecki i angielski (Rézycki, 1999). W niniejszych badaniach naj-
nizszy dystans genetyczny uzyskano pomiedzy linig 990 a rasa wbp i wynosit on
0,12, natomiast dystans genetyczny pomiedzy ta linig a rasg Duroc i Pietrain wynosit
odpowiednio: 0,17 1 0,22. Na drzewie filogenetycznym najbardziej oddalong rasg od
innych jest rasa polska biata zwistoucha. Swiadczy to o réznicach w strukturze gene-
tycznej tej rasy w odniesieniu do pozostatych. Jest to dobra informacja dla hodow-
cow, poniewaz im bardziej zréznicowana pula genetyczna, tym lepsze efekty mozna
osiggna¢ w pracach hodowlanych.

Szybki rozwdj technik molekularnych umozliwiajacy ustalenie genotypoéw w loci
markerow genetycznych oraz w genach warunkujacych wazne cechy z hodowlane-
go punktu widzenia pozwala na prowadzenie selekcji gwarantujacej wiekszy postep
hodowlany. W miar¢ post¢gpu badan molekularnych powigkszana bedzie pula ge-
néw 1 markerow genetycznych, w oparciu o ktdre bedzie mozna prowadzi¢ selekcje
zwierzat. Istotna jest rowniez mozliwo$¢ wykorzystania markerow molekularnych
W ocenie zmienno$ci genetycznej, wewnatrz i miedzy populacjami, co umozliwia
prowadzenie prac zwigzanych z odnowa zasobow genetycznych rodzimych ras czy
reintrodukcji zagrozonych gatunkoéw zwierzat.
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Analysis of the genetic structure of some pig breeds raised in Poland
SUMMARY

The aim of the study was to characterize the genetic structure of pigs using microsatellite DNA se-
quences. A total of 200 Polish Large White (PLW), Polish Landrace (PL), Duroc, Pietrain and line 990
pigs were investigated. Multiplex PCR reaction was carried out simultaneously for four loci (SW193,
SW492, SW1067, SW1129) on chromosome 6. Allele and genotype frequencies were calculated to char-
acterize the genetic structure of the pig breeds analysed. The allele with the highest frequency (0.83) oc-
curred at locus SW193 and that with the lowest frequency at locus SW1067. These parameters were used
to determine the genetic distance. The smallest distance was found for PLW and line 990 pigs.
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